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OZET

INULINAZ ENZIMININ URETIiMIi, KISMi SAFLASTIRILMASI,
KARAKTERIZASYONU VE FERMENTASYONLARININ MATEMATIKSEL
MODELLENMESI UZERINE BiR ARASTIRMA

Mustafa GERMEC
Doktora Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dah
Damisman: Dog. Dr. irfan TURHAN
Haziran 2019; 275 sayfa

Bu c¢alismanin amaci, enzim iiretimi i¢in en iyi karbon kaynaginmi belirlemek,
enzim tretiminde kullanilan besiyeri formiilasyonunu otimize etmek, iiretilen enzimi
kismi saflastirmak, enzimin 6zelliklerini belirlemek ve fermentasyonlari ve substrat
spesifikligini matematiksel modellemektir.

Elde edilen sonuglara gore, Aspergillus niger A42 (ATCC 204447) ile iniilinaz
(lase) enziminin iretiminde kullanilan on farkli karbon kaynagi arasindan en iyisi
melas olmustur (383.73 U/mL). Uretilen enzimin optimum ¢alisma kosullar1 pH 4.8,
60°C sicaklik ve 10 dk inkiibasyon siiresi olarak belirlenmistir. Plackett-Burman Dizayn
(PBD) ile besiyeri kompozisyonunun optimizasyonunda, optimum besiyeri %1 maya
ekstrakti ve %1 peptondan olusmustur (lase=1011.02 U/mL, sukraz (Sase)=834.28
U/mL ve I/S orani=1.22). Besiyerinde kullanilan maya ekstraktt ve peptonun
konsantrasyonu, Merkezi Kompozit Dizayn (MKD) ile optimize edilmis ve optimum
besiyeri kompozisyonu %4.2 maya ckstraktindan olusmustur (lase=1294.50 U/mL,
Sase=1076.85 U/mL, I/S orami=1.20). Kinetik modelleme neticesinde, PBD ile optimize
edilen besiyerinde enzim tretimi fungal gelisimden bagimsizdir (a<0 ve f#0). MKD ile
optimize edilen besiyerinde ise enzim iretimi karigik gelisimle ilgilidir (a0 and f#0).
Kiigiik 6lgekli biyoreakordeki (5-L) fermentasyonlar, pH kontrolsiiz ve havalandirmali
ortamda gergeklestirilmelidir (lase=1810.76 U/mL, Sase=1537.88 U/mL ve |/S
orani=1.18). Biiylik 0Olgekli biyoreaktorde (30-L) gergeklestirilen fermentasyonun
sonucunda lase, Sase ve I/S orani sirasiyla 791.35 U/mL, 616.90 U/mL ve 1.28 olarak
belirlenmistir.

Elde edilen enzim soliisyonu, santrifiij-siire kombinasyonu (16873 g-5 dakika,
lase=1181.18 U/mL, saflastirma katsayis1 (SK)=1.39) ve UF membram1 (10 KkDa,
lase=12065.20 U/mL, SK=5.33) ile kismi olarak saflagtirilmistir. Diger yandan,
enzimin substrat spesifikliginde, aktivitesi diisiik olan enzimin iniiline olan afinitesinin
sukrozdan daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Km intilin=17.79 g/L < Kn sukroz=49.43
g/L). Tam tersine, aktivitesi yiiksek olan enzimin sukroza olan ilgisinin iniilinden daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir (Km iniilin=28.77 g/L > Kmn sukroz=25.95 g/L).

Substrat {izerine eklenen enzim miktarinin artmasi ile birlikte aktivitenin arttig
belirlenmistir. Mn?*, enzimin aktivatorii, Cu?* ve Ag® ise enzimin inhibitorii olmustur.
Uretilen enzimin 30°C, 40°C ve 50°C sicakliklarda termostabil oldugu belirlenmistir. Ek
olarak, enzimatik reaksiyonun termal inaktivasyon ve termodinamik parametreleri de
hesaplanmistir. Buna gore Ea, Eia Ve Z degerleri sirasiyla 37.3 kJ/mol.K, 112.86 kJ/mol



ve 12.80°C olarak hesaplanmustir. Sicaklik 60°C'den 80°C'ye artirildiginda, enzimin
inaktivasyon hiz sabiti ve entropisi artarken yarilanma Omrii, D-degeri, entalpi ve
serbest enerjisi azalmistir. Bunun yanisira, enzimin molekiiler agirliginin 60-70 kDa
arasinda oldugu belirlenmistir.

PBD ve MKD ile optimize edilen besiyeri kompozisyonunda gergeklestirilen
fermentasyonlarin deneysel verileri matematiksel modeller kullanilarak tahmin
edilmistir. Ote yandan, deneysel kinetik parametre degerleri de modellerden tahmin
edilen degerler kullanilarak hesaplanmis ve karsilagtirilmistir. Son olarak, enzimin
substrat spesifikliginin deneysel verileri de matematiksel modeller kullanilarak tahmin
edilmistir. Deneysel Vmax ve Km degerleri, modellerden tahmin edilen Vmax ve Kn
degerleri ile karsilastirilmigtir. En iyi model(ler), model kiyaslama verilerine (ortalama
karesel hata (RMSE), ortalama mutlak hata (MAE), ortalama standart sapma (MSD),
belirleme katsayisi (R?), egim (m), Akaike bilgi 6lciitii (AIC), 6n yargr faktorii (BF) ve
kesinlik faktoriine (AF)) gore tespit edilmistir.

Sonu¢ olarak, iniilinaz enziminin {retimi, fermentasyonlarin kinetik
modellemesi, Ttretilen enzimin kismi saflastirilmasi  ve karakterizasyonu ve
fermentasyonlar ve substrat spesifikliginin modellenmesi basarili  bir sekilde
gerceklestirilmistir. Calisma, hem fermentasyon oncesi (upstream processing) hem de
fermentasyon sonrasi (downstream processing) prosesleri icermektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Biyoreaktor, fermentasyon oncesi islem, fermentasyon
sonrasi islem, Kinetik modelleme, Merkezi Kompozit Dizayn, optimizasyon, Plackett-
Burman Dizayn, termodinamik parametreler, termostabilite
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ABSTRACT

AN INVESTIGATION ON THE PRODUCTION, PARTIAL PURIFICATION,
CHARACTERIZATION OF INULINASE ENZYME AND MATHEMATICAL
MODELING OF ITS FERMENTATIONS

Mustafa GERMEC
PhD Thesis in Food Engineering
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Irfan TURHAN
June 2019; 275 pages

The objectives of this study were to determine the best carbon source for enzyme
production, to optimize the medium formulation used in enzyme production, to make
the kinetic modeling of the fermentations, to purify partially the produced enzyme, to
determine the properties of the enzyme, and to model mathematically the fermentations
and substrate specificity.

According to the results obtained; among the ten different carbon sources used
in the production of Aspergillus niger A42 (ATCC 204447) inulinase (lase), molasses
was the best (383.73 U / mL). The optimum working conditions of the enzyme were pH
4.8, 60°C and 10 min incubation time. In the optimization of the medium composition
with Plackett-Burman Design (PBD), the optimum medium consisted of 1% yeast
extract and 1% peptone (lase=1011.02 U/mL, sucrase (Sase)=834.28 U/mL and I/S
ratio=1.22). The concentration of yeast extract and peptone used in the medium was
optimized by Central Composite Design (CCD) and the optimum medium composition
consisted of 4.2% yeast extract (lase=1294.50 U/mL, Sase=1076.85 U/mL, 1/S
ratio=1.20). As a result of kinetic modeling, the enzyme production in PBD-optimized
medium is non-growth-associated («<0 and p#0). In CCD-optimized medium, the
enzyme production is mixed-growth-associated (a#0 and p#0). Fermentations in the
small-scale bioreactor (5-L) should be carried out in a pH-uncontrolled and aerated
environment (lase=1810.76 U/mL, Sase=1537.88 U/mL and I/S ratio=1.18). As a result
of fermentation in large scale bioreactor (30-L), lase, Sase and I/S ratio were
determined as 791.35 U/mL, 616.90 U/mL and 1.28, respectively.

The enzyme solution obtained was partially purified by centrifuge-time
combination (16873 g-5 min, lase=1181.18 U/mL, purification coefficient (PC)=1.39)
and UF membrane (10 kDa, lase=12065.20 U/mL, PC=5.33). On the other hand, in the
substrate specificity of the enzyme, the inulin affinity of the low-activity enzyme was
found to be higher than sucrose (Km inulin=17.79 g/L < K sucrose=49.43 g/L). In
contrast, the sucrose affinity of the high-activity enzyme was found to be higher than
inulin (K inulin=28.77 g/L > Kn, sucrose=25.95 g/L).

It was determined that activity increased with the increasing amount of enzyme
added on substrate. Mn?* was the activator of the enzyme whereas Cu?* and Ag* were
inhibitors of the enzyme. It was determined that the enzyme produced was thermostable
at 30°C, 40°C and 50°C. In addition, thermal inactivation and thermodynamic



parameters of the enzymatic reaction were also calculated. Hereunder, the Ea, Eia, and Z
values were computed as 37.3 kJ/mol.K, 112.86 kJ/mol, and 12.80°C, respectively.
When the temperature was increased from 60°C to 80°C, the inactivation rate constant
and entropy of the enzyme increased while half-life, D-value, enthalpy and free energy
decreased. Besides, it was determined that the molecular weight of the enzyme was
between 60 kDa and 70 kDa.

The experimental data of fermentations performed in the medium composition
optimized by PBD and CCD were estimated using mathematical models. On the other
hand, the experimental kinetic parameters were also calculated and compared using the
predicted values from the models. Finally, the experimental data of the substrate
specificity of the enzyme were also predicted using mathematical models. Experimental
Vmax and Km values were compared with Vmax and Km values estimated from the models.
The best model(s) was/were determined according to the model comparison data (root-
mean-square-error (RMSE), mean-absolute-error (MAE), mean standard deviation
(MSD), regression coefficient (R?), slope (m), Akaike’s information criterion (AIC), bias
factor (BF), and accuracy factor (AF)).

Consequently, the production of inulinase enzyme, kinetic modeling of the
fermentations, partial purification and characterization of the produced enzyme and
mathematical modeling of the fermentations and the substrate specificity have been
performed successfully. The study includes both upstream processing and downstream
processing.

KEYWORDS: Bioreactor, Central Composite Design, downstream processing, kinetic
modeling, optimization, Plackett-Burman Design, thermodynamic parameters,
thermostability, upstream processing
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ONSOZ

Diinyadaki insan popiilasyonunun her gecen giin artmasi ile birlikte ihtiyaclari
da artmaktadir. Bu ihtiyaglara cevap vermek i¢in farkli ve yeni tekniklere gereksinim
duyulmakta ve gelistirilen bu yeni teknikler hayata gecirilmektedir. Bunlarin basinda,
biyoteknolojik yolla enzim, biyoyakit, mikrobiyal polisakkarit, mikrobiyal yag, tek
hiicre proteini, farmasotik, organik asit, mikrobiyal plastik gibi katma degeri yiiksek
rtinlerin tiretimi gelmektedir. Bu amagla, Diinyada yeterince degerlendirilmeyen
tarimsal yan {iriinler, enerji tirinleri, orman kalintilari, tarimsal-endiistriyel atiklar, odun
atiklari, ¢imler, atik kagit, gida endiistrisi kalintilari, evsel atiklar ve insan ve hayvan
atiklari, fermentasyon yoluyla katma degeri yiiksek iirlinlerin {iretiminde
kullanilmaktadir. Bu durum hem gida atiklarinin c¢evreye ve canlilara zarar verme
problemini ¢ézmekte hem de bu atiklarin degerlendirilmesi sonucunda elde edilen
katma degeri yiiksek iirtinler, lilke ve Diinya ekonomisine katki saglamaktadir. Katma
degeri yiiksek iirlinlerin tretiminde saf kimyasallar kullanildigi gibi igerigi uygun
tarimsal triinler veya atiklar da kullanilmaktadir. Ancak, saf kimyasallarla {iretimin ¢ok
pahali olmasi ve ayrica tarimsal {irlinlerin ve organik atiklarin degerlendirilmesi gibi
ekonomik ve ¢evreci yaklasimlar, alternatif olarak dogal yetisen iirlinleri hammadde
olarak kullanmaya olan ilgiyi artirmistir. Bu amacgla seker kamisi, bugday kepegi,
bugday samani, bugday kavuzu, piring kepegi, piring samani, pirin¢ kavuzu, arpa
kavuzu, arpa samani, yulaf kavuzu, yulaf kepegi, seker kamisi, seker pancari, melas,
misir sap1, misir yapragi, misir kocani, ¢ay isleme atig1, kullanilmis ¢ay yapraklari, yer
elmasi, keciboynuzu, yildiz¢icegi yumru ekstrakti, karahindiba kazik koki, muz
kabugu, enginar yapraklari, soya fasulyesi kepegi, kurutulmus hindistan cevizi atigi,
sogan kabugu, sarimsak kabugu, kahve posasi, fil ¢imeni ve algler yaygin olarak
kullanilmaktadir. Katma degeri yiiksek iiriinlerin iiretiminde kullanilan bu kaynaklar,
"yenilenebilir kaynaklar" olarak adlandirilmaktadir. Bu kaynaklardan katma degeri
yiiksek bir iiriin olan iniilinaz enziminin {iretilmesi, giiniimiizde bu enzimin saf karbon
kaynaklarindan (glukoz, fruktoz, mannoz, laktoz, sukroz vb.) lretilmesine alternatif
olarak goriilmekte ve ekonomik acidan Onemli Ol¢lide kazang saglamaktadir.
Iniilinazlar, gida ve ila¢ endiistrisinde yaygin sekilde kullamlan fruktoz,
fruktooligosakkaritler ve inulooligosakkaritlerin iretiminde kullanilan hidrolitik
enzimlerdir. Diger yandan iniilinazlar (endo-iniilinaz: 1-B-D-fruktan fruktanohidrolaz;
EC 3.2.1.7 ve ekzo-iniilinaz: B-D-fruktan fruktohidrolaz; EC 3.2.1.80) etanol, sitrik asit,
glukonik asit, biitanol, sorbitol, tek hiicre yaglar1 ve tek hiicre proteinlerinin iiretiminde
kullanilmaktadir. Bu kadar ¢ok alanda iniilinaz enzimin kullanilmasi, enzime olan
talebin her gecen giin artacagini gdstermektedir.

Bu calisma kapsaminda oOncelikli olarak 10 farkli karbon kaynagindan
Aspergillus niger A42 (ATCC 204447) ile iniilinaz enziminin {iretimi gerceklestirilmis
ve aralarindan en iyi karbon kaynagi olarak seker pancart melasi se¢ilmistir. Melas
kullanilarak elde edilen ham enzim soliisyonu, enzimin optimum g¢alisma kosullarinin
belirlenmesinde kullanilmigtir. Segilen karbon kaynagmin biyoteknolojik agidan
igeriginin uygun olmasi ve endiistride yeterince degerlendirilememesi gibi nedenlerle
calkalamali inkiibatorde derin kiiltiir fermentasyon yontemi ile A. niger kiifii
kullanilarak besiyeri kompozisyonu Plackett-Burman Dizayn (PBD) ve Merkezi
Kompozit Dizayn (MKD) yontemleri ile optimize edilmistir. Sonrasinda, hem PBD hem
de MKD ile optimize edilen besiyeri formiilasyonlarinda gergeklestirilen



fermentasyonlarin kinetik modellemesi gergeklestirilmistir. Diger yandan MKD ile
optimize edilen besiyeri formiilasyonu kullanilarak kiigiik 6l¢ekli (5-L) ve biiyiik 6lgekli
(30-L) reaktorlerde iniilinaz tiretimi gergeklestirilmistir. Kiiglik 6l¢ekli biyoreaktorlerde
pH kontrolii ve havalandirmanin etkisi incelenmistir. Ardindan flask fermentasyon ve
biyoreaktorden elde edilen enzim soliisyonu, santrifiij-siire kombinasyonu ve
ultrafiltrasyon (UF) prosesi ile kismi saflastirilmis ve saflagtirma katsayisi
belirlenmistir. Diger yandan, enzimin karakteristik 6zellikleri (substrat spesifikligi, Vmax
ve K degerleri, enzim konsantrasyonunun aktivite iizerine etkisi, enzimin inhibitdr ve
aktivatorleri, enzimatik reaksiyonunun termal inaktivasyon ve termodinamik
parametreleri, enzimin termostabilitesi ve termostabilite ile ilgili termodinamik
parametreler ve molekiiler agirlik) de belirlenmistir. Ote yandan, PBD ve MKD ile
optimize edilen besiyeri kompozisyonlarinda gergeklestirilen fermentasyonlarin
deneysel verileri, 11 farkli matematiksel model (MGM, MLM, MRM, Stannard,
Weibull, MMF Asimetrik, Baranyi, Huang, Fitzhugh ve Cone modelleri) kullanilarak
modellenmistir. Ek olarak, enzimin substrat spesifikligi, 10 farkli matematiksel model
(Stannard, Weibull, MMF, Asimetrik, Eksponansiyel, von Bertalanffy, Brody &
Monomolecular, Mitscherlich, Fitzhugh ve Cone modelleri) kullanilarak tahmin
edilmistir. Elde edilen model kiyaslama verilerine gére hem fermentasyonlar i¢in hem
de substrat spesifikligi i¢in en iyi model(ler) belirlenmistir. Elde edilen sonuglarin daha
biiyiikk oOlcekli reaktor(ler)e aktarilabilecegi ve aktivite degerlerinin artirilabilecegi
diistiniilmektedir.

Diinyada iniilinaz enziminin mikrobiyal yolla {iretilmesi iizerine birgok calisma
olmasina ragmen ve bu enzimin endiistriyel olarak iiretilmesine ragmen iilkemizde
yeterli calisma yapilmamakta ve endiistriyel iiretimi gegeklestirilmemekte, dolayisiyla
iniilinaz enzimi yurt disindan ithal edilmektedir. Ulkemizde endiistriyel 6lgekte iniilinaz
enzimi tiretiminin yeterli diizeyde yapilmasi durumunda disa bagimliligin biiyiik 6lgiide
azalacagl ve yeni is alanlar1 agilarak iilke sektoriinde yeni bir pazar olusturularak
ekonomiye katki saglayacagi diisiiniilmektedir.

Bana bu konuyu arastirma firsat1 veren, ¢alismalarim sirasinda her tiirlii yardim
ve destegini esirgemeyen ve fikirleriyle bana yol gosteren danigman hocam Dog. Dr.
Irfan TURHAN'a (Akdeniz Universitesi, Miithendislik Fakiiltesi) tesekkiirii bir borg
bilirim.

Calisma sirasinda tavsiyelerini esirgemeyen Prof. Dr. Mehmet INAN (Akdeniz
Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi), Prof. Dr. Ali DEMIRCI (Deparment of
Agricultural and Biological Engineering, Pennsylvania State University Deparment of
Agricultural and Biological Engineering), Dr. Ogr. Uyesi Ersin AKINCI (Akdeniz
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi) ve Aras. Gor. Fatma ERSOZ'e (Akdeniz Universitesi,
Miihendislik Fakiiltesi),

Calismanin zaman icerisinde gelisimine, katki saglayan Tez izleme Komitesi
Uyeleri Prof. Dr. Kemal KARABAG (Akdeniz Universitesi, Ziraat Fakiiltesi) ve Dr.
Ogr. Uyesi Barcin KARAKAS BUDAK'a (Akdeniz Universitesi, Miihendislik
Fakiiltesi) ve tez savunma sinavina disaridan katilim saglayan Dr. Ogr. Uyesi Hatice
Reyhan OZIYCI (Antalya Bilim Universitesi, Turizm Fakiiltesi) ve Dr. Ogr. Uyesi
Hiiseyin CIMEN’e (Yeditepe Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi),
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Ayrica, calismalarim boyunca laboratuvar ortaminmi paylastigim arkadaslarim
Ercan KARAHALIL, Fadime DEMIREL, Merve ILGIN, Nour Ben BADER, Ali
OZCAN, Cansu YILMAZER, Selime Benemir ERKAN ve Hilal Nur GURLER'e,

Calismayr mali yonden destekleyen Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

% : Yiizde

[S] : Substrat konsantrasyonu

[Slo : Denklem ile aktivitenin baslangi¢c miktarini elde etmek i¢in kullanilir
[S]L . As = An/2 oldugu nokta

A : Inaktivasyon sicakliklarindaki nisbi enzim aktivitesi
a : Gecikme faz1 gegis katsayisi

A : Angstrom

Ao : Nisbi baslangi¢ enzim aktivitesi

Ao : Minimum asimptot

Anm : Maksimum asimptot

As : "S"inci substrat konsantrasyonunda tahmin edilen degerler
At : "t" inci zamanda tahmin edilen degerler

Bt ve Ht : Gegis fonksiyonlari

d : Birimsiz bir dizayn parametresi

D : Denatiire olmus enzim

Da : Dalton

dp : Tanecik ¢ap1

E : Faktor sayisi

e : Euler say1s1

Ea : Aktivasyon enerjisi

Eia : Inaktivasyon enerjisi

g : Gram

g : Santrifiij hizinin yerg¢ekimi etkisindeki hiza oram

h : Planck sabiti
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Ko
Kd

Km

Q1o
Q lase
Q;eker

: Uretimin ve tiiketimin baslangi¢ fizyolojik durumunu

hesaplayan parametre

- Inaktif enzim
: Joule
: Kelvin

: Cevap degiskeninin potansiyel maksimum degerine yaklasma

oranini yoneten bir parametre

: Boltzman sabiti

: Inaktivasyon hiz sabiti

: Michaelis-Menten sabiti

- Litre

: Egim

: Metre

: Toplam deneme sayisi

: Gozlem sayisi

: Model parametrelerinin sayisi

: Normal

: Dogal yapidaki enzim

: Briks

. Santigrat derece

: Hidrojenin giicii

: Maksimum {iretim, spesifik liretim ve tiiketim hizlari
: Sicaklik katsayisi

: Maksimum iniilinaz {iretim hiz1

: Maksimum seker tiiketim hiz1

: Tanecigin donme merkezinden uzakligi

: Universal gaz sabiti
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RZ
Rpm

So

tie

TL

Ve

Vmax

Xt

So
Pt

4G
AH

48

: Belirleme katsayisi

: Dakikadaki devir sayis1 (devir/dakika)

: Baslangig substrat konsantrasyonu

: S1caklik

: Stire

: Yarilanma omrii

. At = An/2 oldugu nokta

: Unite

: Volt

: Sekil parametresi

: Santrifiijle ¢oktlirme hiz1 veya tanecik hizi

: Maksimum enzim hiz1

: Biyokiitle konsantrasyonu

- "t" inci zamandaki deneysel veriler

: Kodlanmis faktor seviyesi

: Cevap

: Belirli bir faktoriin diisiik seviyelerindeki yanitlari
: Belirli bir faktoriin yiiksek seviyelerindeki yanitlari
: "t" inci zamandaki tahmin edilen veriler

: Tiketimi, tiretimi veya aktiviteyi kaydirma degeri
: Sabit

: Dogrusal katsay1

: Allometrik sabit

: Serbest enerji

. Entalpi

: Entropi
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Kisaltmalar
[E]t

[ES]

pL

pmol

3D

AS.

a/h

Abs

AC

AF

AIC

AK
ANOVA
APS
ASC
ATCC

BBD
BF

CCD

DEAE

: Akigkanlik sabiti veya viskozite
: Gecikme siiresi
: Tanecik ve ortam arasindaki yogunluk farki

: Santrifiijiin acisal hiz1

: Toplam enzim

: Enzim-substrat kompleksi
: Mikrolitre

: Mikromol

: Ug boyutlu

: Anonim Sirketi

: Agrilik/Hacim

: Absorbans

: Aseton ile ¢oktiirme

: Kesinlik faktorii

: Akaike bilgi 6l¢iiti

. Afinite kromatografisi

: Varyans analizi

: Amonyum peroksidisiilfat
: Amonyum siilfat ile ¢oktlirme
: American Type Culture Collection
: Belirtilmemis

: Box-Behnken Dizayn

: On yarg1 faktorii

: Central Composite Design
: Diyaliz

: Dietilaminoetil
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dk

DNA
DNS
DoE
DTT
Diiz. KO
Diiz. KT
E

EC

FOS
GH
GRAS
h/h

HCI
HEK
HPLC
I/S orani
lase
IDK
IPC
JFK
kDa

KE

KT
MAE
MF

mg

: Seyreltme katsayisi veya diliisyon faktorii
: Dakika

: Deoksiriboniikelik asit

: 3,5-dinitrosalisilik asit

: Deney tasarimi

: Dithiothreitol

: Diizeltilmis kareler ortalamasi

: Diizeltilmis kareler toplami1

: Enzim

: Etanol ile ¢Oktiirme

: Fruktooligosakkaritler

: Glikozit Hidrolaz

: Genellikle Giivenilir Kabul Edilen

: Hacim/Hacim

: Hidroklorik asit

: Hidrofobik etkilesim kromatografisi
: Yiksek performansl sivi kromatografisi
: Iniilinaz/Sukraz orani

: Iniilinaz

: Iyon degisim kromatografisi

: Izopropanol ile ¢oktiirme

: Jel-filtrasyon kromatografisi

: Kilo dalton

: Keciboynuzu ekstrakti

: Kareler toplami1

: Ortalama mutlak hata

: Mikrofiltrasyon

> Miligram
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MGM
MKD
mL
MLM
mM
mm
MMF
MRM
MSD
NADH
NaOH
nm
NRRL
OFAT

PAST
PBD

PC
P-PAGE

RCF
RDP
RMSE
RO
RSM
RSS

S

S/T orani

: Modifiye Gompertz model
: Merkezi Kompozit Dizayn
: Mililitre

: Modifiye Lojistik model

: Milimolar

: Milimetre

: Morgan-Mercer-Flodin

: Modifiye Richards model

: Ortalama standart sapma

: Nikotinamid adenin diniikleotit
: Sodyum hidroksit

: Nanometre

: ARS Culture Collection

: Her-defada-tek-etken

: Permeat

: Peynir alt1 suyu tozu

: Plackett-Burman Dizayn

: Purification coefficient

: Preparatif poliakrilamid jel elektroforezi
. Retentat

: Bagil merkezkag kuvveti

. Arjinin-Aspartik asit-Prolin
: Ortalama karesel hata

: Ters ozmos

: Cevap Yiizey Metodu

: Artik kareler toplami

. Saniye

- Sukraz/Iniilinaz oran1
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sa

Sase

SD
SDS-PAGE
Slase

SK

SSase

ST

Std hata
Std sapma
SucA
SucB
SucC
SUY
Sekermax
Sekermin
SPM
TEMED
TGS

UF

: Saat

: Sukraz

: Serbestlik derecesi

: Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi
: Spesifik iniilinaz

: Saflastirma katsayisi

- Spesifik sukraz

: Saflagtirma teknigi

: Standart hata

: Standart sapma

: Sukraz aktivitesi

: Intraseliiler sukraz

: Intraseliiler sukraz

: Seker kullanim orani

: Maksimum seker konsantrasyonu
: Minimum seker konsantrasyonu

: Seker pancar1 melasi

: Tetrametiletilendiamin

: Tris-Glisin-SDS

- Ultrafiltrasyon
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GIRIS M. GERMEC

1. GIRIS

Fermentasyon, dogal yenilenebilir substratlarin enzimler, organik asitler,
alkoller, polimerler ve daha fazlasi gibi katma degerli {iriinlere doniistiiriildiigi
mikrobiyal bir biyoteknolojidir. Etanol ve laktik asit gibi fermentasyon son iiriinleri
proton tutuculardir. Burada NADH, NAD"ya geri doniistiiriiliir, bu da hiicrenin substrat
seviyesinde fosforilasyon ile glikoliz yoluyla enerji iiretmeye devam etmesini saglar.
Boylece, mikroorganizmalar enerji dengesini korumak icin bir¢ok son veya yan iiriin
tiretir (Demirci vd. 2014a).

Giliniimilizde, ekonomik acidan 6nemli fermentasyon {irtinlerinin gelistirilmis
tiretiminde, belirlenen endiistriyel mikrobiyal suslara yonelik hedeflenmis genetik
miihendislik tekniklerinden faydalanilmistir (Campbell-Platt 1994). Son veya yan
tiriinlerin olusumu, mikrobiyal susa ve kullanilan ¢evresel kosullara baglidir. Optimum
bir fermentasyon prosesi i¢in, istenen iiriine dayali olarak bir mikrobiyal sus secilmeli
ve gelistirilmelidir. Sus gelistirme teknolojileri, mutasyon ve rekombinant DNA
teknolojisini igerir. Mikroorganizmalarin gelisimi ve {irlin olusumu sicaklik, pH,
¢Oziinmiis oksijen ve besiyeri kompozisyonundan da etkilenir. Bu nedenle fermentasyon
ortami ve biiylime kosullart optimize edilmeli ve ayrica, metabolik yollar
belirlenmelidir. Biiyiime kosullari, sus gesitleri ve besiyerlerine ek olarak fermentasyon
modlar1 da verimliligi etkiler. Yiiksek verimlilik i¢in kesikli, tekrarlanan kesikli, yari-
kesikli ve siirekli fermentasyon modlart segilebilir. Yari-kesikli ve siirekli modlar,
fermentasyon prosesleri sirasinda substrat sinirlamasinin  {istesinden gelebilir.
Biyoreaktordeki biyokiitle konsantrasyonunda artisa ve dolayisiyla reaktordeki
biyokatalizér konsantrasyonunda artisa neden olan hiicre immobilizasyonu ile daha
yiiksek verimlilik elde edilebilir. Fermentasyon prosesinden sonra, fermentasyon
ortamindan elde edilen iirliniin geri kazanim yontemleri degerlendirilmeli ve optimize
edilmelidir ve bunlar genellikle ekonomi kisitlama faktoriidiir. Nitekim son iriiniin
saflastirilmast ¢ogu zaman prosesin yiiksek maliyetli bir adimidir. Mikrobiyal son
iiriinler, biyokiitlenin kendisi, hiicre dist iiriinler veya hiicre i¢i iirlinler olabilir.
Filtrasyon, homojenizasyon ve ekstraksiyon (sivi ve kati) geri kazanim yontemlerine
ornektir (Demirci vd. 2014a).

Enzimler (riboniikleaz enzimi harig¢), biyokimyasal reaksiyonlar: katalizleyen
aktif proteinlerdir. Bunlar, hem sentezler hem de canli organizmalar tarafindan
parcalanma reaksiyonlari i¢in gerekli olan biyo-molekiillerdir. Tiim canli organizmalar,
belirli bir bilesigi (substrat olarak) daha yiiksek reaksiyon hizlarinda iirliine doniistiirme
kabiliyetine sahip olan biyolojik katalizorler olarak adlandirilan enzimleri {retir.
Kimyasal katalizorler gibi, enzimler de aktivasyon enerjisini (Ea) diisiirerek reaksiyon
hizin arttirir, bu nedenle iiriinler daha hizli olusturulur ve reaksiyonlar denge durumuna
daha hizli ulasir. Cogu enzimatik reaksiyonun hizi, katalizorsiiz reaksiyonlarinkinden
milyonlarca kat daha hizlidir. Enzimler, doniisimii yiizlerce yil siirebilecek
reaksiyonlari, birka¢ dakika iginde veya saniyeler i¢inde gerceklestirebilirler (Dalby
2003; Otten ve Quax 2005). Enzimlerin canlilardaki yaklasik 4000 biyokimyasal
reaksiyonu katalize ettigi bilinmektedir (Bairoch 2000). Ornegin, inulinaz enzimi iniilini
olusturan fruktoz ve glukoz monomerlerine hidrolize edebilen bir glikozit hidrolazdir.
Iniilinaz enziminin bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar tarafindan iiretildigi
bildirilmis olup bitkilerde ve hayvanlarda ¢ok diisiik miktarlarda bulunur. Bu
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kisitlamaya bagl olarak, bitkiler ve hayvanlar endiistriyel uygulamalar igin kullanilmaz.
Mikroorganizmalar, verimli inulinaz kaynaklaridir. Mikroorganizmalar arasinda
Aspergillus sp., Penicillium sp., Kluyveromyces sp. ve Bacillus sp. ¢ok verimli inulinaz
tireticileridir (Kango ve Jain 2011; Singh ve Singh 2010). Enzimler ayn1 zamanda
enantiyomerlerin rasemik bir karisimdan ayrilmasinda veya kiral bilesiklerin sentezinde
kullanilabilecek enantiyoselektif katalizorlerdir (Patel vd. 2017).

Insanlar, binlerce yil once endiistriyel enzimleri, saraplarin ve biralarin
filtrelenmesi ve berraklastirilmasinda kullanmis ve 6nemini kabul etmistir. Enzimler,
tarih Oncesi caglardan beri mayalama, pisirme ve alkol iiretiminde kullanilmistir.
Enzimlere yapilan en eski atiflardan biri, Homeros'un M.O. 800 yilindan kalma Yunan
epik siirlerinde bulunmakta ve burada enzimlerin peynir {retiminde kullanildig:
belirtilmektedir. Ayrica Japonlar, piringten elde edilen Japon usulii “"damitik igki"
ve"sake" gibi fermente iiriinlerin tiretiminde dogal olarak bulunan enzimleri bin yildan
fazla kullanmistir. Bazi enzimler, bilesenlerdeki kimyasal baglarin olusmasini saglarken
bazilar1 da bilesenlerdeki kimyasal baglarin kopmasii saglar. Enzimlerin substrat
spesifikligi nedeniyle, enzimler endiistriyel prosesler igin kullanishidir ve birgok
kimyasalla karisim halinde bulunsa bile belirli kimyasallar arasindaki reaksiyonlari
katalizleyebilirler. Bu enzimler, ¢evreye zararsiz, dogaldir ve gida ve ilag
endiistrilerinde giivenle uygulanir. Diger yandan, enzimler, alerjik reaksiyonlara neden
olabilmektedir. Bu nedenle, enzimlerin iretimi ve uygulamalarina yonelik koruyucu
onlemlerin alinmasi gerekmektedir (Patel vd. 2017).

Enzim teknolojisi "Bilim ve Teknoloji"nin gelisen bir koludur. Biyoteknoloji ve
Biyoinformatik'in etkisi ve araciligi ile siirekli yeni veya gelistirilmis enzim
uygulamalar1 ortaya c¢ikmaktadir. Yeni uygulamalarla, gelismis Ozelliklere sahip
enzimlere olan ihtiya¢ da ayn1 anda ortaya ¢ikmaktadir. Ticari enzimlerin gelistirilmesi,
genellikle yiiksek becerilere sahip sirketlerin iistlendigi 6zel bir is olup bu sirketler
asagidaki prosesleri gerceklestirmektedir (Patel vd. 2017):

¢ Yeni ve gelismis enzimlere yonelik tarama

e Mikroorganizmalarin se¢imi ve kalitatif ve kantitatif iyilestirme icin sus
gelistirme

e Enzim liretimi i¢in fermentasyon

¢ Biiyiik 6l¢ekli enzim saflagtirmalari

e Satis i¢in enzimlerin formiilasyonu

Enzim teknolojisi, hafif ve g¢evre dostu enzim prosesleri ile birlikteagresif
kimyasallar kullanarak endiistrilere ve tiiketicilere prosesleri degistirme firsat1 sunar.
Bilinen yaklagik 3000 enzimin sadece 150-170’inden endiistriyel olarak
faydalanilmaktadir. Giiniimiizde biyolojik bir yolla kimyasal iirlinlerin yalmzca %35'i
uretilmektedir. Bununla birlikte, ekonomik olarak uygulanabilir ve c¢evreye duyarli
enzimatik prosesler, fiziko-kimyasal ve mekanik proseslerin alternatifi olarak ortaya
cikmaktadir. Farkli uygulama alanlarina dayanan endiistriyel enzimler, su sekilde
smiflandirilabilir: (i) gida endiistrisinde enzimler, (ii) proses yardimcilarina yonelik
enzimler, (iii) endiistriyel biyokatalizor olarak enzimler, (iv) genetik miihendisliginde
enzimler ve (v) kozmetikte enzimler (Patel vd. 2017).
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Gunimiizde enzimler, biyoteknolojinin ekmek ve tereyagi olarak
ongorilmektedir, ¢linkii bunlar, ¢esitli biyoteknolojik teknikler, biyoprosesler ve tedavi
amagl maddeler olarak insan ve hayvan tedavisinde kullanilan temel araglardir. Ayrica
enzimlerin; gida ve yem, tekstil, attk madde ve atik aritimi, kagit, tabaklama, firinlama,

bira, siit, ilag, sekerleme gibi birgok endiistriyel uygulamalari bulunmaktadir (Pandey
2006).

Gliniimiizde kullanilan enzimler hayvanlarda (pepsin, tripsin, pankratin ve
kimozin) ve bitkilerde (papain, bromelain ve fisin) bulunur, ancak inulinaz,
glukoamilaz, a-amilaz ve pektinazlar gibi enzimlerin ¢ogu mikrobiyal kokenlidir. Bitki
ve hayvanlarin yerine, enzim Uretmek icin yiiksek gelisim kabiliyetleri, yiiksek
verimlilige sahip olmalar1 ve genetik manipiilasyonlara acik olmalar1 nedeniyle
mikroorganizmalar1 kullanmak avantajlidir. Endiistriyel enzim tiretiminde ¢ogunlukla
mikroorganizmalar kullanilmaktadir. Mikrobiyal kaynaklardan iiretilen enzimlere
mikrobiyal enzimler denir. Bu enzimler, diinya genelindeki bir¢cok sirket tarafindan
tedarik edilmekte, standardizasyonu iyi yapilmakta ve pazarlanmaktadir. Prosesin
tirline bagl olarak, enzimler ¢oziinebilir formda (hayvan proteazlar1 ve tabakhanede
lipazlar) ve immobilize halde (glukoz izomeraz ile fruktoza izomerizasyon)
kullanilabilir.

Inulinaz enzimi, glikozit hidrolaz (GH) gen ailesinden GH32 igerisinde yer alan
hidrolitik enzimlerin 6nemli bir sinifidir ve ayrica, iniilin {izerindeki hidrolitik
aksiyonuna gore karakterize edilir. Yapisal olarak iniilin, B-D-2,1 glikozidik baglarla
birbirine baglanmis ve o-D-1,2 glikozidik baglant1 ile birlestirilen indirgen ugta bir
glukoz pargasina sahip olan fruktoz monomer birimlerinden olusan bir dogrusal bitki
polimeridir. Nisastadan sonra, dogada bulunan ikinci en bol bitki polisakkaridi olup
Liliaceae, Asteraceae, Poaceae, Campanulaceae, vb. ailelerine ait olan bir¢ok bitki tiirti
tarafindan dogal olarak iiretilmektedir (Kaur ve Gupta 2002). Iniilin, yerelmast,
yildiz¢igegi, hindiba, pirasa, sarimsak, kuskonmaz ve karahindiba gibi bircok yaygin
bitkide bulunur (Singh ve Singh 2010). Iniilinaz enzimi bitkiler, hayvanlar ve
mikroorganizmalardan elde edilebilmektedir. Bitkilerde ve hayvanlarda c¢ok diislik
miktarlarda bulundugu i¢in bu kaynaklar endiistriyel uygulamalar i¢in kullanilamaz.
Mikroorganizmalar, verimli inulinaz kaynaklaridir. Mikroorganizmalar arasinda
ozellikle Aspergillus sp., Penicillium sp., Kluyveromyces sp. ve Bacillus sp. ¢ok verimli
inulinaz Tireticileridir (Kango ve Jain 2011; Singh ve Singh 2010). Termostabil
mikrobiyal tiirler, inulinaz tiretimi i¢in daha umut verici oldugundan, kontaminasyon
riskini azaltir ve asir1 kosullar altinda iriinlerin yiiksek verimli olmasini desteklerler
(Treichel vd. 2012). Iniilinaz enzimi, hem derin kiiltiir (submerged) hem de kat: kiiltiir
(solid-state) fermentasyonlarda, genis bir yelpazede substratlar ve mikroorganizmalar
kullanilarak {iretilmistir (Pandey vd. 1999b). Iniilinaz enziminin iniilin {izerindeki
hidrolitik etkisi ile ana iiriin olarak fruktoz veya fruktooligosakkaritler iiretilir. Iniilinaz
enzimi, iniilin Gizerindeki etkisi temelinde ekzo-iniilinaz (B-D-fruktan fruktohidrolaz;
EC 3.2.1.80) ve endo-iniilinaz (1-B-D fruktan fruktanohidrolaz; EC 3.2.1.7) olarak
siniflandirilir. Ekzo-iniilinaz, iniilinin terminal fruktoz birimine etki eder ve fruktoz
tiretir. Endo-inulinaz ise iniilin i¢indeki B-2,1 glikozidik baglar {izerinde rastgele etki
ederek fruktooligosakkaritleri {iiretir. Fruktoz ve fruktooligosakkaritlerin yani sira,
iniilinaz enzimi biyoetanol, tek hiicreli yaglar ve tek hiicreli proteinler, sitrik asit,
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glukonik asit, biitanol, sorbitol, vb. gibi katma degeri yiiksek {irlinlerin {iretiminde de
kullanilmaktadir (Singh ve Singh 2017).

Aspergillus niger, genellikle giivenilir kabul edilen (Generally Recognized As
Safe, GRAS) statiisiinde oldugu i¢in triinleri de hem gida, kozmetik, eczacilik, tip ve
biyoyakit endiistrilerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bir¢ok arastirmaci
caligmalarinda bu mikroorganizmay1 kullanarak katma degeri yiiksek {iriinlerin
tiretimini gergeklestirmistir. Ancak, iniilinaz enziminin {iretiminde A. niger A42 (ATCC
204447) susu kullanilarak gergeklestirilen ¢alismalarin sayist oldukca kisithidir ve
yalnizca literatiirde ii¢ ¢alisma (Kowalska vd. 2017; Ongen-Baysal vd. 1994; Ongen-
Baysal ve Sukan 1996) mevcuttur. Bu ¢alismada A. niger A42 (ATCC 204447) ile
iniilinaz enziminin iretiminde saf karbon kaynaklarmin yani sira daha Once hig
kullanilmayan karbon kaynaklar1 da kullanilmistir. Ayrica, literatiirdeki verilere gore bu
mikroorganizmaya ait besiyeri kompozisyonunun daha once hi¢ belirlenmedigi tespit
edilmistir. Bu nedenle besiyeri optimizasyonunda, Plackett-Buramn Dizayn (PBD,
Minitab Version 13.3; Minitab Inc., State College, PA) ve Merkezi Kompozit Dizayn
(MKD, Design Expert Version 7.00 Stat-Ease Inc., Minneapolis, MN, ABD) istatistik
yontemleri, bu mikroorganizma icin ilk kez kullanilmis olup kapsamli bir besiyeri
optimizasyonu yapilmistir. Optimize edilen besiyeri formiilasyonlarinda gerceklestirilen
fermentasyonlarin fungal gelisimi, iiriin olusumu ve substrat tiiketiminin kinetik
modellemesi yapilmistir. Yapilan literatiir taramalarinin sonucunda, biyoreaktorde
iniilinaz enziminin Uretimi ile ilgili sinirh sayida ¢alisma bulunmaktadir. Dolayisiyla,
optimum besiyeri kompozisyonunda kiigiik 6l¢ekli biyoreaktorlerde (5-L) pH kontroli
ve havalandirmanin etkisinini inceleyen fermentasyon c¢aligmalar1 yapilmistir. Bununla
beraber, biiyiikk Olcekli biyoreaktorde (30-L) de enzim iiretimi gergeklestirilmistir.
Calisma bu  yonleriyle 0Ozglinlik tagimaktadir. Ayrica optimum besiyeri
kompozisyonunda iiretilen iniilinaz enziminin kismi olarak saflagtirilmasi (santrifiijleme
ve ultrafiltrasyon prosesi ile) ve birgok yonden karakterize edilmesi (Substrate
spesifikligi, katyonlarin inhibitér ve aktivator etkisi, enzim miktarinin aktivite iizerine
etkisi, termostabilite, termal inaktivasyon ve termodinamik parametreler ve molekiiler
agirlik) de galismaya 6zgiinliik katmaktadir. Diger yandan, yine literatiirdeki verilere
gore iniilinaz enziminin iretimi ile ilgili kapsamli bir matematiksel modellemenin
yapilmamis olmasi da ¢alismaya 6zgiinliik katmaktadir. Bu nedenle, hem PKD hem de
MKD ile belirlenen optimum besiyeri kompozisyonlarinda gergeklestirilen
fermentasyonlarin matematiksel olarak modellenmesi calismay1 6zgiin kilmaktadir.
Calismayr 0zglin kilan bir 6nemli etken de enzimin substrat spesifikligi ile ilgili
deneysel ve kinetik degerlerin matematiksel modeller ile tahmin edilmesidir. Sonug
olarak, yapilan bu tez ¢aligmasi hemen her yonden 6zgiinliik tagimaktadir.
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2. KAYNAK TARAMASI

Iniiline (CenHion+20sn+1) etki eden enzimler, glikozit hidrolaz (GH) gen
ailesinden GH32 ve GHOI1 igerisinde yer alan endiistriyel enzimlerin 6nemli bir
siifidir. GH32 ve GH91'in her ikisi de, iniilinazlar, invertaz, 1-ekzohidrolaz, iniilin
liyaz, levanazlar, fruktan-fruktoziltransferazlar ve sukroz-fruktoziltransferazlari igeren
binlerce glikozit hidrolaz enzimini temsil eder. Bunlarin arasinda, iniilinazlar GH32'ye
aittir. Iniilinazlar birgok 6nemli iiriinii iiretmek i¢in iniilindeki -2,1 baglarini hedef alir.
Fruktoz kalintilarindan ve sonda bir glukoz grubundan olusan bir polifruktan olan
iniilin, fruktoz ve fruktooligosakkaritlerin iiretimi i¢in potansiyel bir substrattir. Yapisal
ozellikleri sadece (Glukoz-Fruktoz), ve (Fruktoz)m olarak gosterilebilir, burada n veya
m fruktoz birimlerini temsil eder ve bu birimler 2-60 arasinda degisebilir (Ronkart vd.
2006). Bolgesel segici reaksiyon ve iniilin tizerindeki etki sekline gore, iniilinazlar esas
olarak iki kategoride bulunur: ekzo-inulinaz (EC 3.2.1.80) ve endo-inulinaz (EC
3.2.1.7). Ekzo-iniilinaz (fruktan B-fruktosidaz), fruktoz birimlerini serbest birakmak igin
iniilinin indirgen olmayan terminal ucundan dikine parcalanmasini saglar. Endo-
iniilinaz ~ (B-2-1-D-fruktan  fruktanohidrolaz) ise farkli =zincir uzunlugunda
fruktooligosakkarit tiretmek i¢in iniilini rastgele pargalar (Singh vd. 2016) (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Iniilinaz enzimleri tarafindan iniilinin par¢alanma sekli (Singh vd. 2016)

Bununla birlikte, ekzo-iniilinazin sukraz (EC 3.2.1.26, B-fruktofuranozidaz)
aktivitesine sahip oldugu bilinmektedir. Nitekim, fruktanlarin yani sira sukrozun
hidrolizinden enzimin sadece bir aktif bolgesi sorumludur (Fleming vd. 1979) (Sekil
2.2). Daha once benzer substrat spesifikligi nedeniyle inulinaz ve sukraz aktivitesini
ayirt etmek zordu. Ancak giinlimiizde, iki enzimi ayirt etmek i¢in iniilin ile sukroz
spesifikligine dayali inulinaz/sukraz orani (I/S orani) ¢ogunlukla kabul edilmektedir. 10°
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2den daha yiiksek oranlar iniilinaz aktivitesini belirlerken, oran 10*ten diisiik ise sukraz
aktivitesini dogrular (Ettalibi ve Baratti 1987). GH32'ye ait olan diger bir hidrolaz
enzimi yani 1l-ekzohidrolaz (EC 3.2.1.153) da ekzo-iniilinaz aktivitelerinden birine
sahiptir ancak spesifik olarak 1-kestoz, 1,1-nistoz ve bazi levan tipi fruktanlar tizerinde
etki gostermektedir (Singh vd. 2016).

Hem iniilinaz enzimi hem de invertaz enzimi (B-D-fructofuranosit
fruktohidrolaz, E.C. 3.2.1.26), sukrozu glukoz ve fruktoza indirgemektedir (Sekil 2.2).
Iniilinaz  enziminin  sukrozu  parcalamasi  "invertaz-tip  aktivite"  olarak
adlandirilmaktadir. Yapilan bu tez caligmasinda, literatiirde yaygin olarak kullanilan
"invertaz-tip aktivite" terimi, "sukraz aktivitesi" olarak degistirilmistir. Ciinkii tezin
yazimi ve anlam biitiinliigiini saglamasi acisindan kolaylik oldugu diisiiniilmiistiir.
Bununla beraber, iniilin iizerinde gosterilen aktivite (iniilinaz aktivitesi, lase) "I" ile
simgelenirken sukroz iizerinde gosterilen aktivite de (sukraz aktivitesi, Sase) "S" ile
simgelenmigtir. Dolayisiyla I/S oranini tanimlamak daha kolay ve anlagilir olmustur.
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Sekil 2.2. Iniilinaz enzimi tarafindan sukrozun par¢alanma sekli (Magadum ve Yadav
2018)

Bir enzimin karakteristikleri ve biyokimyasal oOzellikleri baslica kaynak ve
kokene baghdir. Iniilinazin hayvanlar, bitkilerdeki iniilin depolama dokular1 ve gesitli
mikroorganizmalar gibi kaynaklardan iiretildigi bildirilmistir. Hayvanlarda iniilinaz
enzimi, sindirim kanali ve Gryllodes sigillatus'un tiikiiriik bezlerinin farkli bolgelerinde
ve bazi bagirsak simbiyontlarindan arastirilmaktadirlar (Singh 1978; Singh vd. 2016;
Verma ve Prasad 1975). Bitkilerde iniilinaz enzimi ise, ilk kez bitki fruktanlarini
hidrolize edebilen Helianthus tuberosus'un kok yumrularindan kesfedilmistir (Edelman
ve Dickerson 1966). Hayvansal ve bitkisel kaynaklar, enzim veriminin diisiik olmasi
sebebiyle ticari olarak arastirilmamaktadir. Bu nedenle, ipliksi funguslar (Aspergillus
sp., Penicillium sp. ve Rhizoctoniasolani), mayalar (Kluyveromyces sp., Pichia sp. ve
Cryptococcus sp.) ve bakteriler (Streptomyces sp. ve Xanthomonas sp.) gibi mikrobiyal
kaynaklar, inulinaz {iretimi igin belirgin bir tercih haline gelmistir. Mikrobiyal
kaynaklarin kolay tasinmasi, gelistirilmesi ve genetik manipiilasyonu gibi avantajlari
vardir. Mikroorganizmalar arasinda fungal ve maya iniilinazlart yogun sekilde
calisiimistir. Buna karsilik, bakteriyel kaynaklardan elde edilen iniilinazlar iizerine ¢ok
az calisma bildirilmigtir. Basit molekiiler organizasyonu ve yiiksek termostabil
yetenekleri nedeniyle, bakteriyel inulinaz iireticileri biiylik bir ivme kazanmaktadir
(Singh vd. 2016). Iniilinazlar, vyiiksek fruktoz surubu (Singh  2011),
fruktooligosakkaritler (Moura vd. 2015; Singh ve Singh 2014), biyoetanol (Hu vd.
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2012), inulooligosakkaritler (Mutanda vd. 2008), tek hiicre proteini (Gao vd. 2007a),
tek hiicre yag1 (Zhao vd. 2010), 2,3-biitandiol (Li vd. 2010), mannitol (Saha 2006),
sorbitol (Wei vd. 2001), sitrik asit (Liu vd. 2010), laktik asit (Petrova vd. 2015), aseton-
biitanol, pullulan ve glukonik asit (Chi vd. 2011) gibi karbonhidrat tiirevi tirlinlerin
iiretimi i¢in ¢ogunlukla kullanilan endiistriyel enzimlerin ¢ok yonlii bir sinifidir.

Hem fruktoz hem de fruktooligosakkaritler, dogrusal bir B-2,1 baglantili
polifruktoz zincirinden olusur iniilinden iretilebilir ve indirgeme ucunda sukroz tipi bir
baglant1 yoluyla bir glukoz kalintisi ile son bulur (Edelman ve Dickerson 1966;
Rutherford ve Deacon 1972; Vandamme ve Derycke 1983). Iniilin, yerelmasi, hindiba,
yildizgigegi gibi ¢esitli bitkilerin kokleri ve yumrularinda ve ayrica dulavratotu,
altinbasak otu ve karahindibada bir karbonhidrat rezervi olarak bulunur. Iniilin, asit ile
hidrolize edilebilir (80-100°C'de pH=1-2), ancak diisiik pH, fruktozun bozunmasina
neden olur ve proses ayrica, renklendirilmis ve tatlandirma kapasitesine sahip olmayan
difruktoz anhidritlerin olusumuna neden olur (Barthomeuf vd. 1991). Fruktozun
geleneksel {iretimi, a-amilaz ve amiloglukosidaz ile nigastanin amilolize edilmesine,
ardindan olusan glukozun glikoz izomeraz ile fruktoza doniistiiriilmesine dayanir.
Bununla birlikte, bu islem ile en iyi ihtimalle yaklasik %45 fruktoz, %50 glukoz ve %8
oligosakkarit iretilmektedir. Fruktozun zenginlestirilmesi i¢in iyon degisim
kromotografisi teknikleri gelistirilmis olsa da, bu teknikler iiretim maliyetini
artirmaktadir (Vandamme ve Derycke 1983; Zittan 1981). Dolayisiyla, iniilinden saf
fruktoz suruplart elde etmek igin en umut verici yaklasim olarak mikrobiyal
iniilinazlarin kullanimi 6nerilmektedir. Iniilin, tek asamali bir proses ile biiyiik dl¢iide
(%95) D-fruktoz olusturmak iizere glikozit baglarini pargalayan inulinaz enzimi ile
bozunur ve bu prosesin yiiksek fruktozlu iniilin suruplarimin endiistriyel olarak
tiretilmesi i¢in olduk¢a cazip oldugu bildirilmistir (Pandey vd. 1999b; Vandamme ve
Derycke 1983).

2.1. Iniilinaz Enziminin Uretimi ve Mikrobiyal Kaynaklar

Kiifler, mayalar, aktinomisetler ve diger bakterilerin de dahil oldugu bir takim
mikroorganizmalarin iniilin hidrolize edici enzimler {irettigi bilinmektedir (Pandey vd.
1999b; Singh ve Gill 2006; VVandamme ve Derycke 1983). Kiifler arasinda Aspergillus
ve Penicillium en taninmis cins iken Kluyveromyces inulinaz iiretimi igin en ¢ok
aragtirilan mayadir. Son zamanlardaki bildiriler, baz1 Xanthomonas ve Pseudomonas
tiirleri de dahil olmak iizere bakteriler arasinda umut veren bazi iniilinaz enzimi tireticisi
bakterilerin oldugunu gostermektedir (Kango ve Jain 2011). inulinazlar, indiiklenebilir
enzimlerdir ve hiicre i¢i olmanin yani sira hiicre dis1 da iiretilirler. Fakat enzimi her iki
yonde de liretebilen bazi mikroorganizmalar vardir (Pandey vd. 1999b; Singh ve Singh
2010). Mikroorganizmalarin ¢ogunlugu ya ekzo-iniilinaz ya da endo-iniilinaz iretir,
ancak birka¢ mikrobiyal tiirlin karigik formlari da iirettigi bilinmektedir (Barthomeuf vd.
1991; Chen vd. 2009; Dinarvand vd. 2012; Nakamura vd. 2001; Sheng vd. 2007).
Iniilinazlarmn  {iretimi igin kullanilan mikroorganizma ve substrat, enzimin
lokalizasyonu, etki mekanizmasi ve verimi agisindan biiyiik rol oynamaktadir (Ricca vd.
2007). Ekzo-inillinaz ve endo-iniilinaz {ireten mikroorganizmalar Cizelge 2.1'de
listelenmigtir. Mikroorganizmalarin ¢ogunda ekstraseliiler iniilinaz enzimi firetilirken
Fusarium oxysporum NCIM 1072 (Gupta vd. 1990) ve Kluyveromyces sp. (Bourgi vd.
1986; Guiraud vd. 1987; Ongen-Baysal ve Sukan 1996; Rouwenhorst vd. 1988) ile hem
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ekstraseliiler hem de intraseliiler iniilinazlarin tiretildigi bildirilmistir. Aspergillus niger
sus 12 (Nakamura vd. 2001) ve Kluyveromyces sp. Y-85 (Wei vd. 1997) gibi birkag
mikrobiyal susun hem ekzo- hem de endo-iniilinazlar1 hiicre i¢i olarak irettigi
bilinmektedir. iniilinaz enzimi, hem kat1 kiiltiir hem de siv1 kiiltiir fermentasyonu ile
iiretilebilmekte ve bu iki fermentasyon teknigi kullanilarak yaygin sekilde ¢alismalar
yapilmaktadir. Asagida, kati kiiltiir ve s1v1 kiiltlir fermentasyonlar ile ilgili kisaca bilgi
verilmistir.

2.1.1.Kati kiiltiir fermentasyonu ile iniilinaz enziminin iiretimi

Kat1 kiiltiir fermentasyonu, sivi kiiltliir fermentasyonu ile benzer teknolojiye
sahip, iyi gelismis ve elverisli bir teknolojidir. Fermentasyon teknolojilerinde son
yillardaki ilerlemelerden dolay1, kati Kkiiltiir fermentasyonunda, sivi kiiltiir
fermentasyonuna gore cazip bir degisiklik  goriilmektedir. Kati  kiiltiir
fermentasyonunun, diisitk maliyetli atiklarin kullanimi, daha diisiik maliyetli yontem,
daha yiiksek tiretkenlik ve geri kazanim, azaltilmis enerji ihtiyact ve su tiiketimi, gevre
dostu ve kisa siireli fermentasyon sonrasi islem (downstream process) gibi sivi kiiltiir
fermentasyonuna kiyasla birgok avantaji vardir (Pandey 2003). Diisiik nem igerigine
sahip ¢Oziliniir olmayan substratin ylizeyinde veya yakininda mikrobiyal biiyiime ve
irin  olusumu, kati kiiltiir fermentasyonunu ayirici bir fermentasyon teknigi
yapmaktadir. Son yillarda, enzim, farmasdétik tirlindi, biyosurfaktan, aroma bilesigi gibi
driinlerin  Uretimindeki ¢esitli potansiyel uygulamalart nedeniyle, kat1 kiiltiir
fermentasyonunun biyoteknoloji sektoriindeki kullanim alani genislemistir.

Substrat ve substratin partikiil boyutu, nem, su aktivitesi, pH, sicaklik,
havalandirma ve karigtirma gibi faktorler kati kiiltiir fermentasyonunu ayarlamak igin
onemli ozelliklerdendir (Pérez-Guerra vd. 2003). Bunlarin arasinda partikiil boyutu
substrat karakterizasyonu ile ilgilidir. Partikiil boyutu, substratin toplam yiizey alani-
hacim oranini etkiler. Yiizey alani-hacim orani, substrat partikiil boyutu azaldiginda
artar. Ayrica, substrat partikiil boyutu da oksijen transfer oranim etkileyen bosluk
alaninm belirler. Daha kii¢iik substrat partikiiller mikrobiyal etki i¢in genis yiizey alani
saglarken, ¢ok kiigiik partikiiller substrat birikmesine ve yetersiz bilyiimeye neden
olabilir. Buna karsilik, daha biiylik partikiiller daha iyi 1s1 ve oksijen aligverisi saglar.
Bu nedenle substrat, kiitle transferini ve mikrobiyal biiylimeyi arttirmak i¢in uygun
partikiil boyutu igermelidir (Pérez-Guerra vd. 2003). Bugday kepegi, piring kepegi,
seker kamis1 kiispesi, hindiba yapraklar1 ve kokleri, enginar yapraklari, sarimsak, sogan
kabugu gibi kaynaklar, inulinaz enziminin iiretiminde substrat olarak kullanilmustir.
Kat1 substrat, biiyiiyen hiicrelere besin saglamakla kalmaz, ayn1 zamanda biiylimeleri
icin fiziksel destek gorevi goriir (Couto ve Sanroman 2006). Bununla birlikte, diisiik su
aktivitesi ve yliksek oksijen transfer orani ile istenen lriinleri iireten kati substratlar
tercth edilmelidir. Kati1 kiltiir fermentasyonu, maya ve funguslarin diisiik nem
seviyesinde yetisme kabiliyeti nedeniyle maya ve mantar tiirlerini kullanarak sorunsuz
bir sekilde gerceklestirilebilir. Bununla birlikte, kati kiiltiir fermentasyonu altinda
iniilinaz enziminin Uretimi i¢in bakteriyel suslarin kullanilmasit icin ¢aba
gosterilmektedir. Staphylococcus sp. ve Xanthomonas campestris pv. phaseoli
suslarinin kat1 kiiltiir fermentasyonu altinda iniilinaz enzimini iiretmek i¢in sirasiyla
bugday kepe§i ve sogan/sarimsak kabugu gibi kati substratlar1 hidroliz ettigi
bildirilmistir (Ayyachamy vd. 2007; Selvakumar ve Pandey 1999b).
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Cizelge 2.1. Kat1 kiiltiir fermentasyonu ile ekzo-iniilinazin mikrobiyal tiretimi

Mikroorganizma Substrat Aktivite (U/gds)  Ekzo/Endo Kaynak

A. ficuum JNSP5-06 Bugday kepegi 193.6 Ekzo (Chen vd. 2011a)

A. niger Muz kabugu 237 Ekzo (Narayanan vd. 2013)

A. niger AUMC 9375 Aygicegi yumrular1 ve marul kokleri 440 Endo (Housseiny 2014)

A. tamarii Yerel2.1.mas1 yumrulari 26.78 Ekzo (AbdAl-Aziz vd. 2012)

A. terreus Enginar yapraklari 21.058 Ekzo (Abd EI Aty vd. 2014)

A. tubingensis CR16 Bugday kepegi 257 Ekzo (Trivedi vd. 2012)
Cryptococcus aureus G7a Bugday kepegi ve piring kavuzu 420.09 Endo/Ekzo (Sheng vd. 2009)
Geotrichum candidum Pirasa 535.2 Ekzo (Canli ve Kurbanoglu 2012)
K. marxianus Bugday kepegi 122.88 Ekzo (Selvakumar ve Pandey 1999b)
K. marxianus var. marxianus Kamis suyunun filtrasyonundan liretilen sikistirilmis seker sanayi atigi 300.5 Ekzo (Dilipkumar vd. 2013b)

K. marxianus NRRL Y-7571 Seker kamusi kiispesi 445 Ekzo (Bender vd. 2006)

K. marxianus NRRL Y-7571 Seker kamig1 kiispesi 391.9 Ekzo (Mazutti vd. 2006)

K. marxianus NRRL Y-7571 Soya fasulyesi kepegi 250 Ekzo (Mazutti vd. 2007)

K. marxianus NRRL Y-7571 Seker kamug1 kiispesi ve soya fasulyesi kepegi 436.7 Ekzo (Mazutti vd. 2009)

K. marxianus NRRL Y-7571 Seker kamus1 kiispesi ve soya fasulyesi kepegi 463 Ekzo (Mazutti vd. 2010c)

K. marxianus NRRL Y-7571 Seker kamug1 kiispesi ve soya fasulyesi kepegi 586.63 Ekzo (Astolfi vd. 2011)
Kluyveromyces S120 Bugday kepegi 409.8 Ekzo (Xiong vd. 2007)

P. rugulosum IMTCC 3487 Kurutulmus hindistancevizi atig 239 Ekzo (Dilipkumar vd. 2014b)

P. citrinum ESS Poliiiretan kopiik ve iniilin 6650 Ekzo (Lafuente-Castaneda vd. 2012)
P. citrinum ESS Poliiiretan kopiik ve sukroz 2970 Ekzo (Lafuente-Castaneda vd. 2012)
Pichia guilliermondii Bugday kepegi ve piring kavuzu 455.9 Ekzo (Guo vd. 2009)
Saccharomyces sp. Bugday kepegi 90.15 Ekzo (Onilude vd. 2012)
Staphylococcus sp. Bugday kepegi 107.64 Ekzo (Selvakumar ve Pandey 1999b)
Streptomyces sp. Kurutulmus hindistancevizi atigi 131 Ekzo (Dilipkumar vd. 2013a)

X. campestris pv phaseoli Sogan kabugu 117 Ekzo (Ayyachamy vd. 2007)

X. campestris pv phaseoli Sarimsak kabugu 101 Ekzo (Ayyachamy vd. 2007)
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Son zamanlarda, kati kiiltiir fermentasyonu ile inulinaz enziminin iiretimi
tizerine odaklanilmistir. Kati kiiltiir fermentasyonunda inulinaz enziminin {retimine
yonelik bir takim mikroorganizmalar kullanilmistir (Cizelge 2.1). Genellikle,
Aspergillus sp. ve Kluyveromyces sp. kat1 kiiltiir fermentasyonunda inulinaz enziminin
iiretimi icin kullanilmistir. Kat1 kiiltiir fermentasyonunda inulinaz iiretimi i¢in gesitli
substratlar denenmistir. Cogu arastirmada, tarimsal-endiistriyel artiklar substrat olarak
kullanilmisken (Chen vd. 2011a; Makino vd. 2009; Mazutti vd. 2006; Mazutti vd. 2007,
Mazutti vd. 2009; Mazutti vd. 2010c; Trivedi vd. 2012) farkli kiiltiir bitkilerinden gelen
kalint1 atiklar {izerine birkag ¢alisma da yapilmistir (Dilipkumar vd. 2014b; EI Aty vd.
2014; Housseiny 2014). Kati kiiltiir fermentasyonu ile ¢alisan arastirmacilarin ¢ogu,
%60-70 arasinda degisen nem igeriginde ve pH 4.5-5.5 araliginda inulinaz enziminin
tretildigini bildirmistir. Baglangic pH 8.5 olan Aspergillus terreus ile inulinaz
enziminin tretimi lizerine yalnizca bir yayin bulunmaktadir (EI Aty vd. 2014). Endo-
iniilinaz {iretiminde kullanilan A. niger AUMC 9375 (Housseiny 2014) ve ekzo- ve
endo-iniilinazlar1 iireten Cryptococcus aureus G7a (Sheng vd. 2009) haricinde, tim
arastirmalar kati kiiltir fermentasyonunda ekzo-iniillinazin iretimiyle ilgilidir. Sivi
kiiltiir fermentasyona kiyasla kati kiiltiir fermentasyonunda yiiksek verimlerde iniilinaz
enziminin iretildigi bildirilmistir (Singh ve Singh 2017).

2.1.2.Swv1 Kkiiltiir fermentasyonu ile iniilinaz enziminin iiretimi

Sivi kiiltiir fermentasyonunun simdiye kadar mikrobiyal kaynaklardan inulinaz
enziminin Uretimine yonelik en 1iyi teknik oldugu dogrulanmistir. Kat1 kiiltiir
fermentasyonu kullanarak inulinaz enziminin retimi ile ilgili baz1 bilgiler literatiirde
mevcuttur, ancak bu bildiriler sivi kiiltiir fermentasyona kiyasla 6nemsizdir. Sivi kiiltiir
fermentasyonu, kontrol kolaylig1 ve sterilizasyon gibi avantajli 6zellikleri nedeniyle
yizyillar boyu kullanilan eski bir tekniktir. Ayrica, 1s1 transferini ve ortam
homojenligini de kolaylastirir (Mazutti vd. 2010a). Siv1 kiiltiir fermentasyonunda, sivi
substrat veya fermentasyon sivisi, mikrobiyal biiylime ve ¢esitli metabolitlerin {iretimi
icin kullanilmaktadir. Bu nedenle, bu teknik biiyiime i¢in yiiksek nem igerigi gerektiren
mikroorganizmalar igin en uygun tekniktir (Singh vd. 2016). Iniilinazlarin {iretimi igin
genis bir yelpazede substratlar kullanilmistir, ancak iniilin ve dogal olarak olusan iniilin
acisindan zengin materyaller, sivi  kiiltiir fermentasyonunda yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Iniilin, tek karbon kaynagi ve ayn1 zamanda iniilinazlarin {iretimi igin
bir uyarict olarak gdrev yapmaktadir. Iniilin saf halde veya dogal substratlar ile
karistirilarak kullanilabilir (Pandey vd. 1999b; Singh ve Singh 2010).

Iniiline ilaveten, glukoz, sukroz, laktoz, maltoz, fruktan, fruktozan gibi diger
substratlar, farkli mikroorganizmalardan inulinaz tiretimi i¢in kullanilmistir (Pandey vd.
1999b; Sandhya ve Pandey 2006; Singh ve Singh 2010). Bazi durumlarda, inulinaz
aktivitesine sahip olan mikroorganizmalar ayn1 zamanda sukraz aktivitesi gosterir;
sukroz, bu ortak girisimde inulinaz {iretimi i¢in daha iyi bir substrat olabilir, aksi halde
sukroz inulinaz tiretimi {izerinde engelleyici bir etki de gosterebilir (Pandey vd. 1999b;
Vandamme ve Derycke 1983). Cesitli kaynaklardan elde edilen saf iniilin ve iniilinin
dogal olarak bulundugu baz1 bitki materyalleri iniilinaz enziminin {retiminde
kullanilmistir (Cizelge 2.2). Birka¢ durumda, yerelmasi yumrulari, yildizgicegi
yumrulari, hindiba kokleri ve karahindiba kokleri gibi bitki esasli iniilin agisindan
zengini substratlar toz halde kullanilmig (Ertan vd. 2003; Mansouri vd. 2013; Park ve
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Yun 2001; Tasar vd. 2015) ve bir¢ok ¢alismada bitkilerin bu kisimlarindan elde edilen
ham iniilin ektsraktlar1 kullanilmistir (Cho vd. 2001; Ferreira vd. 1991; Kango 2008;
Rawat vd. 2015; Singh ve Bhermi 2008; Singh vd. 2006; Singh ve Singh 2014;
Viswanathan ve Kulkarni 1995a; Zhengyu vd. 2005). Yerli yildiz¢igegi iniilininin
kaproil ve kolesteril tiirevleri gibi modifiye edilmis substratlar da karbon kaynagi olarak
kullanilmistir (Fontana vd. 1994). Oktadekanoilsukroz tiirevleri de iniilinaz {iretimi i¢in
karbon kaynagi olarak kullanilmistir (Ge ve Zhang 2005).

Inulinaz enziminin {iretimi i¢in ikinci dnemli besiyeri bileseni azot kaynagidir.
Iniilinaz {ireten mikrobiyal suslar, besiyerinde hem organik hem de inorganik azot
kaynaklar1 kullanildiginda iyi gelismektedir. Pepton, sigir 6zii, maya ekstrakti, et
ekstrakti, misir maserasyon sivisi, ire vb. gibi cesitli kompleks azot kaynaklari ve
(NH4)2S04, (NH4)2H2PO4, (NH4)2HPO4, NH4CI, NaNOs, KNOs vb. gibi inorganik azot
kaynaklari, inulinaz enziminin tiretimi i¢in besiyeri formiilasyonlarinda yogun sekilde
kullanilmistir (Pandey 2004; Sandhya ve Pandey 2006; Vandamme ve Derycke 1983).
Iniilinaz iiretiminde besiyerinde kullanilan kompleks azot kaynaklari ile inorganik azot
kaynaklarinin performansi karsilastirildiginda kompleks azot kaynaklarinin daha iyi
oldugu bildirilmistir (Barthomeuf vd. 1991; Gill vd. 2003; Singh vd. 2006; Singh vd.
2007a; Zhang vd. 2005). Genellikle amonyum tuzlari fermentasyon ortaminda asidik
kosullara neden olur, ¢linkii asit, amonyum iyonlarinin kullanimindan sonra serbest
birakilir ve yiiksek asidik kosullar, iniilinazin sentezini ve mikroorganizmanin
biiyiimesini inhibe edebilir (Ge ve Zhang 2005). Mn?*, Ca?*, Zn?** (Byun ve Nahm 1978;
Singh vd. 2006; Singh vd. 2007a), Mg?*, Fe?* ve K* (Ge ve Zhang 2005) gibi inorganik
iyonlarin mikrobiyal inulinaz iiretimi lizerine pozitif etkisinin oldugu rapor edilmistir.

Fermentasyon ortaminin pH"1 ve sicakligi, inulinaz iiretimi iizerinde giiglii bir
etkiye sahip diger onemli faktorlerdir. Genel olarak, funguslardan elde edilen inulinaz
tireticileri, baglangi¢ fermentasyon ortami pH 4.5 ile 7.0 arasinda, bakteri suslar1 4.8-7.0
ve maya suslart 4.4-6.5'de yetistirilir. Genellikle, bakteriyel ve fungal suslarin
yetistirilmesinde sicaklik uygunlugu mezofilik-termofilik araliga (28-60°C) diiserken,
mayalar 30-45°C sicaklik ile mezofilik aralikta maksimum inulinaz iretir (Fontana vd.
1994). Inulinazlar iizerine yapilan ¢aligmalarm ¢ogu, mezofilik araligi {iretim igin daha
uygun olarak tanmimlamaktadir (Pandey vd. 1999b; Singh ve Gill 2006). Termofilik
iniilinaz treticilerine 6rnek olarak Bacillus sp. (Allais vd. 1987), Bacillus smithii (Gao
vd. 2009), B. stearothermophilus KP1289 (Keto vd. 1999) ve Thermotoga maritima
(Liebl vd. 1998) verilebilir. Asidik ortamda cesitli mikrobiyal kaynaklardan inulinaz
tiretimi lizerine birkag ¢alisma bulunmaktadir (Angel vd. 2012; Ertan vd. 2003; Gao vd.
2007b; Makino vd. 2009; Mazutti vd. 2010b; Sheng vd. 2007). Arthrobacter sp.
(Elyachioui vd. 1992), Bacillus safensis AS-08 (Singh ve Singh 2014), Staphylococcus
sp. (Pandey vd. 1999a), Xanthomonas sp. (Park ve Yun 2001) ve Xanthomonas
campestris pv phaseoli (Naidoo vd. 2009) gibi birgok mikroorganizmanin da pH 7.0'da
inulinaz iirettikleri bildirilmistir.
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Cizelge 2.2. Siv1 kiiltiir fermentasyonu ile ekzo- ve endo-iniilinazin mikrobiyal tiretimi

Mikroorganizma Substrat Aktivite (U/mL) Ekzo/Endo Kaynak
Aspergillus oryzae Bugday kepegi 72.25 Ekzo (Ali ve Shahzadi 2015)

A. niger Saf iniilin 687 Ekzo (Nakamura vd. 1995)

A. niger Yerelmasi ekstrakti 50 Ekzo (Ongen-Baysal vd. 1994)
A. niger Saf iniilin 176 Ekzo (Prabhakar vd. 2004)

A. niger Misir maserasyon s1visi ve maltoz 30 Ekzo (Derycke ve Vandamme 1984)
A. niger ATCC 20611* Sukroz 3199 Ekzo (Dinarvand vd. 2012)

A. niger AUP19 Saf iniilin 176 Ekzo (Pratap Kumar vd. 2005)

A. niger Van Tieghem UV 11 Saussurea lappa kokii toz ekstrakti 302 Ekzo (Viswanathan ve Kulkarni 1995a)
A. niger-245 Hindiba iniilin ekstrakti 3.68 Ekzo (Cruz vd. 1998)

A. niger sus 13/36 Sukroz 80 Ekzo (Skowronek ve Fiedurek 2004)
A. niger X-6 Saf iniilin ve bugday kepegi 20.42 Ekzo (Luo vd. 2010)

A. tamarii Saf iniilin 21.53 Ekzo (AbdAl-Aziz vd. 2012)

A. tamarii Tarmmsal atik ekstrakti (yerelmasi ve hindiba) 71.97 Ekzo (Saber ve EI-Naggar 2009)
Brevibacillus centrosporus ZF-9 Taze yer elmasi 6.41 Ekzo (Zhang vd. 2015b)
Cladosporium cladosporioides Yerelmasi yumru ekstrakti 210 Ekzo (Ferreira vd. 1991)
Cryptococcus aureus G7a* Saf iniilin 85 Ekzo (Sheng vd. 2007)
Kluyveromyces bulgaricus Saf iniilin 11.62 Ekzo (Vranesic vd. 2002)

K. bulgaricus Sukroz 124.36 Ekzo (Vranesic vd. 2002)

K. fragilis No. 351 Yerelmasi yumru ekstrakti 20 Ekzo (Byun ve Nahm 1978)

K. fragilis No. 352 Saf iniilin 212 Ekzo (Parekh ve Margaritis 1985)
K. marxianus Sukroz 127 Ekzo (Kalil vd. 2001a)

K. marxianus ATCC 16045 Saf iniilin 7.3 Ekzo (Burkert vd. 2006)

K. marxianus ATCC 16046 Sukroz 110 Ekzo (Burkert vd. 2006)

K. marxianus NCYC 587 Seker kamigi melasi 735 Ekzo (Makino vd. 2009)

K. marxianus NRRL Y-7571 Seker kamigi melasi 1294 Ekzo (Treichel vd. 2009)

K. marxianus NRRL Y-7572 Seker kamig1 melasi 722 Ekzo (Makino vd. 2009)

K. marxianus var bulgaricus Yakon ekstrakti 4.1 Ekzo (Cazetta vd. 2005)

K. marxianus var bulgaricus Sukroz 15.29 Ekzo (Cazetta vd. 2010)

Devami Arkada
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Cizelge 2.2'nin devami

. marxianus var bulgaricus ATCC 16045
. marxianus var bulgaricus ATCC 16046
. marxianus YS-1

. marxianus YS-1

. marxianus YS-2

. marxianus YS-3

. marxianus YS-4
Kluyveromyces sp. Y-85
Marinimicrobium sp. LS-A18
Nocardiopsis sp. DN-K15
Penicillium citrinum

P. Citrinum

P. Citrinum

P. expansum SK16

P. subrubescens FBCC 1632
P. subrubescens FBCC 1633
Rhodotorula glutinis
Staphylococcus sp. RRL1
Staphylococcus sp. RRL2
Ulocladium atrum
Zygosaccharomyeces bailii

A. ficuum*

A. ficuum*

A. ficuum*

A. niger

A. niger

A. niger sug 12*°

AANAARAARN

Sukroz
Sukroz
Hint kuskonmazi kokiiniin ekstrakti
Saf iniilin
Kuskonmaz kokiiniin ekstrakti
Saf iniilin
Hindiba yumrusunun ekstrakti
Yerelmas1 yumrusunun ekstrakti
Saf iniilin
Saf iniilin
Saf iniilin
Saf iniilin
Saf iniilin
Malt ekstrakti
Saf iniilin
Yerelmasi tozu
Pirasa tozu
Saf iniilin
Saf iniilin
Saf iniilin
Yerelmasi suyu
Saf iniilin (hindiba yumrularr)
Yerelmasi ekstrakti
Yerelmasi ekstrakti
Karahindiba kazik kok ekstrakti
Saf iniilin
Saf iniilin (yildiz ¢igegi yumrulari)

176
208
47.3
30.8
40.2
64.05
140.23
68.9
14.6
25.1
18.7
20.15
2241
2.99
7.7
3.1
30.89
0.618
0.446
36
8.67
B
B
B
55
33.53
108 U/mg**

Ekzo
Ekzo
Ekzo
Ekzo
Ekzo
Ekzo
Ekzo
Ekzo
Ekzo
Ekzo
Ekzo
Ekzo
Ekzo
Ekzo
Ekzo
Ekzo
Ekzo
Ekzo
Ekzo
Ekzo
Ekzo
Endo
Endo
Endo
Endo
Endo
Endo

(Silva-Santisteban ve Filho 2005)
(Silva-Santisteban vd. 2009)
(Singh vd. 2006)
(Singh vd. 2007a)
(Singh ve Bhermi 2008)
(Singh ve Lotey 2010)
(Singh ve Saini 2013)
(Wei vd. 1998)

(Livd. 2012)

(Lu vd. 2014)
(Flores-Gallegos vd. 2012)
(AbdAl-Aziz vd. 2012)
(Lafuente-Castaneda vd. 2012)
(Fernandes vd. 2012)
(Mansouri vd. 2013)
(Mansouri vd. 2013)
(Tasar vd. 2015)
(Selvakumar ve Pandey 1999a)
(Pandey vd. 1999a)
(El-souod vd. 2014)
(Paixao vd. 2013)
(Wang vd. 2003)
(Zhengyu vd. 2005)
(Chen vd. 2009)
(Kango 2008)
(Skowronek ve Fiedurek 2003)
(Nakamura vd. 2001)

Devami Arkada
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Cizelge 2.2'nin devami

B. safensis AS-08 Saf iniilin 12.56 Endo (Singh vd. 2013)

B. safensis AS-09 Hint kuskonmazinin ekstrakti 28.67 Endo (Singh ve Singh 2014)
B. smithii Saf iniilin 135.2 Endo (Gao vd. 2009)
Chaetomium sp. Saf iniilin B Endo (Zhang vd. 2004)
Chrysosporium pannorum* Saf iniilin 115 Endo (Xiao vd. 1988)
Kluyveromyces sp. Y-85*2 Saf iniilin B Endo (Wei vd. 1997)
Paenibacillus sp. Saf iniilin B Endo (Gern vd. 2001)
Penicillium rugulosum* Saf iniilin (y1ldiz ¢i¢egi yumrular) 22.6 U/mg** Endo (Barthomeuf vd. 1991)
P. rugulosum* Saf iniilin B Endo (Gern vd. 2001)
Penicillium sp. Saf iniilin 9.9 Endo (Nakamura vd. 1997)
Penicillium sp. NFCC 2768 Yildiz ¢igegi yumrusunun ekstrakti 3.87 Endo (Rawat vd. 2015)
Pseudomonas sp. Saf iniilin (y1ldiz ¢i¢egi yumrular) B Endo (Kim vd. 1997a)
Pseudomonas sp. Hindiba kokii tozu 3 Endo (Park ve Yun 2001)
Rhizopus sp. Saf iniilin (yildiz ¢i¢egi yumrular) 1.4 U/mg** Endo (Ohta vd. 2002)
Streptomyces rochei Saf iniilin (hindiba yumrular1) 1 Endo ('Yokota vd. 1995)
Streptomyces sp. CP01 Yerelmasi tozu 1.6 Endo (Laowklom vd. 2012)
Trichoderma harzianum Yerelmasi tozu 0.75 Endo (Ertan ve Ekinci 2002)
T. viride Yerelmasi tozu 94 Endo (Ertan vd. 2003)
Xanthomonas oryzae Hindiba kokiiniin ekstrakti 49 U/mg** Endo (Cho vd. 2001)

X. oryzae Hindiba kokiiniin ekstrakti B Endo (Cho ve Yun 2002)
Xanthomonas sp. Yildiz ¢igegi yumrulari 11 Endo (Park vd. 1999)
Xanthomonas sp. Hindiba kokiiniin tozu 15 Endo (Park ve Yun 2001)
Yarrowia lipolytica Saf iniilin 62.85 Endo (Gao vd. 2007b)

*Hem ekzo- hem de endo-iniilinaz iiretir.

**Ham ekstraktta endo-iniilinazin spesifik aktivitesi
aEnzim lokalizasyonu intraseliilerdir.

B: Belirtilmemis
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Yapilan literatlir taramalarinin sonucunda, iniilinaz enzimi yaygin sekilde sivi
kiiltiir fermentasyonu ile hem saf hem de alternatif ve ucuz karbon kaynaklarindan
iiretilmektedir. Bununla beraber, yukarida da bahseldigi gibi, s1vi kiiltiir fermentasyonu,
kat1 kiiltiir fermentasyonuna oranla daha fazla avantaja sahipken tam tersine kati kiiltiir
fermentasyonu da sivi kiiltliir fermentasyonuna kiyasla daha ¢ok dezavantaja sahiptir.
Dolayisiyla, bu g¢alismada, iniilinaz enziminin iiretiminde sivi kiiltiir fermentasyonu
kullanilmustir.

2.1.3.Proseslerin optimizasyonunda kullanilan istatistiksel yontemler

Deney tasarimi (DoE) metodolojisi, ¢alisma altindaki bireysel faktorleri ve
bunlarin sistem yanitlar1 ile etkilesimlerini birbirine baglayan matematiksel bir
fonksiyon oldugundan kullanislidir. Bu metodoloji, ilgili fenomenolojik modellere sahip
olmayan sistemlerin hizli degisken tarama, anlama ve optimizasyonu i¢in kullanilir.
Faktoriyel tasarim ve cevap yiizeyi gibi DoE metodolojileri, deney sayisin1 azaltarak
fermentasyonlar1 ve proses kosullarint optimize etmek i¢in giiclii ve etkili yollar saglar
(Mandenius ve Brundin 2008). Temel islemlerde veya bir biyoproses igindeki birimler
arasinda yer alan bagimli parametreler iyilestirilebilir ve gelistirilebilir. DoE,
tanimlanmis girdi faktorlerini, yaygin ve iyi tamimlanmis ¢ikti faktorlerinin veya
cevaplarmin dretildigi bir doniistiirme biyosistemine karsi arastirir. Bu stratejinin bir
baska avantaji, girdi faktorlerinin ¢ikti yanitlarini nasil etkiledigini ortaya koymasidir.
Denemelerde, her defada bir parametreyi degistiren metotlara goére DoE tercih edilir,
clinkii tek degiskenli bir yaklasim yari-optimizasyon ile sonuglanirken, faktoriyel
tasarim yapilarak, birkag deneme ile giivenilir bir sonug¢ elde edilebilir (Sindhu vd.
2017). Deneysel bir tasarim gelistirmek, proses optimizasyonunun en etkili yoludur.
Proseslerin optimizasyonunda amaca gore Tam Faktoriyel Dizayn, Fraksiyonel
Faktoriyel Dizayn, Plackett-Burman Dizayn (PBD), Taguchi Dizayn, Box-Behnken
Dizayn (BBD) ve Merkezi Kompozit Dizayn (MKD) gibi istatistiksel yontemler
kullanilmaktadir.  Literatiirdeki  mevcut  caligsmalara  bakildiginda,  besiyeri
formiilasyonunun optimizasyonunda PBD ve MKD istatistik yontemleri basarili bir
sekilde kullanilmistir. Bununla beraber, 6rnegin 11 farkli besiyeri bileseni, en az iki
konsantrasyonda ayr1 ayr1 calisildiginda, tekrar1 ile birlikte 44 fermentasyonun
(11x2x2=44) gergeklestirilmesi gerekmektedir. Ancak, PBD ile deneme sayisi 24'e
diismektedir. Diger yandan, 6rnegin 2 faktorlii 5 seviyeli bir fermentasyon denemesi
yapildiginda, tekrar1 ile birlikte 20 fermentasyonun (2x5x%2=20) gerg¢eklestirilmesi
gerekmektedir. Eger bu yondeki bir ¢alisma MKD ile yapilirsa, merkez nokta ii¢ kez
tekrar edildiginde, tekrari ile birlikte 22 fermentasyonun yapilmasi gerekmektedir.
Ancak, asagida bahsedildigi tizere MKD'nin geleneksel yonteme gore birgok avantaji
vardir ve daha kesin sonuclar elde edilmektedir. Deneme sayisini1 azaltma ve daha kesin
sonuglarin elde edilmesi gibi nedenlerden dolayi, bu tez ¢alismasinda PBD ve MKD
kullanilmistir.

2.1.3.1. Plackett-Burman Dizayn

Plackett-Burman Dizayn (PBD)'da, parametreler iki diizeyde de incelenir. Say1
oldukca biiyiik oldugunda, tarama faktorleri i¢in kullanilir. Deneme sayist 4'in
katlaridir. Bu nedenle dizayn 4, 8, 12, 16 ve 20 deneme olacak sekilde kurulur. Deneme
sayisi, faktdr sayisinin bir fazlasimna esittir. Ornegin, 11 faktorlii bir dizaynda, deneme
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sayis1 12 olacaktir. Standart bir PBD denemesi 7, 11, 15, 19 ve 25 faktérden olusur.
Deneysel faktorlerin sayisi standart dizayn i¢in tanimlanan sayidan daha az oldugunda,
son faktorler etkisiz olanlardir (Brereton 2003). Modelin kalitesini gostermek ve
gelistirmek i¢cin uyum iyiligi (goodness of fit), uyum eksikligi (lack of fit), kalinti
analizi (residual analysis) ve model Kkatsayilarinin istatistiksel 6nemi (Statistical
significance of model coefficients) olmak tizere dort test yapilir. Uyum iyiligi, mevcut
sonuglarin onerilen polinom modelinde nasil yeniden iiretilebilecegini agiklar. Uyum
eksikligi, temel dizayna dahil olmayan deneysel noktalar i¢in modelle iliskili hatalarin
deneysel hatalara benzer olup olmadigini belirler. Kalint1 analizi, kalintilarin modele
rastgele yerlestirildiginden emin olmanin yan1 sira herhangi bir modelin olmadigin1 ve
kalintilarin normal olarak dagitilip dagitilmadiklarin1 dogrulamak igin yapilir. Model
katsayilarinin istatistiksel onemi ise cevaplar lizerinde gercek etkileri olan bagimsiz
degiskenleri tamimlamak, polinom denklemini azaltmak ve calisilan sistemin
¢ikarimlarini degerlendirmek i¢in kullanighdir (Sindhu vd. 2017). PBD’de deneysel
sonuclara yonelik ¢alismada kullanilan faktorlerin etkileri, birinci dereceden denklem
modeli (Esitlik 2.1) kullanilarak tanimlanir (Keskin Giindogdu vd. 2016).

k
y=Fo+ ) bex. 1)
t=1

Burada, y=cevap, fo=sabit, fi=dogrusal katsay1 ve X=kodlanmis faktor seviyesidir.

PBD ile hangi degiskenlerin cevap {iizerine Onemli etkisinin oldugu
belirlendikten sonra, bu o6nemli degiskenlerin degerlerinin daha ileri seviyede ve
noktasal agidan optimizasyonu i¢in 6nemli degisken sayisina gore ya BBD (3 faktor ve
sonrasi-3 seviye) ya da MKD (2 faktér ve sonrasi-5 seviye) istatistik yontemleri
kullanilmaktadir. Yapilan bu tez calismasinda, MKD'nin BBD'den f{istiin 6zellikleri
nedeniyle MKD istatistik yontemi tercih edilmis olup asagida hakkinda kisaca bilgi
verilmistir.

2.1.3.2. Merkezi Kompozit Dizayn

DoE'nin ilk adimi, deneysel alanda segilen koselerden bir dizi deneme ile belirli
proseslerin onemli degiskenlerini taramaktir. Buna fraksiyonel faktoriyel dizayn denir,
clinkli koselerin olast degerlerinin sadece bir kismi incelenir. Tarama denemesinde
onemli faktorlerin bir alt kiimesi tespit edilir. Bu faktorler optimum faktor degerlerini
bulmak i¢in kullanilir. Bu ise Merkezi Kompozit Dizayn (MKD) ile elde edilir. Burada,
degiskenlerin ek degerleri, deneysel alanin koseleri arasindaki yiizey merkezi
noktalarina dahil edilir. MKD’de her bir faktoriin bes seviyesi oldugu i¢in, daha iyi
yakalama, gii¢lii egrilik ve hatta kiibik cevap davranist saglanir (Mandenius ve Brundin
2008). MKD, deneysel bolgenin merkezindeki harici noktalar1 ve bir noktay1 kullanan
bes seviyeli kismi faktoriyel tasarim olarak tanimlanir. Bu merkez nokta, donebilirlik
veya ortogonalite gibi kuadratik polinomlara uyacak sekilde cesitli 6zelliklere sahip
olmalidir. MKD, karsilastirilabilir sonuglar verirken daha az deney gerektirdigi icin, tam
faktoriyel ve iic seviyeli dizayna onemli bir alternatiftir. Bu nedenle MKD, ikinci
dereceden polinom modeller i¢in en ¢ok kabul goren deneysel dizayndir (Keskin
Giindogdu vd. 2016).
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MKD, her-defada-tek-etken (one-factor-at-a-time, OFAT) yonteminden daha
lyidir, ¢linkii daha az sayida deneme kullanilarak MKD araciligiyla faktorler arasindaki
interaksiyonlarin ortaya c¢ikarilmast mimkiindiir. Ayrica, istatistiksel yaklagimlarin
kullanilmas1 bireysel faktorlerin dnemini ve her bir faktoriin cevap iizerindeki etkisini
ortaya ¢ikarabilir. Bununla birlikte, MKD'ye kiyasla, OFAT klasik bir yaklasimdir ve
zaman alicidir, birgok deneme gerektirir ve faktorler arasindaki interaksiyonlar: tespit
edemez. Ayrica, OFAT kullanilarak elde edilen optimize proses kosullar1 giivenilir
degildir (Keskin Giindogdu vd. 2016).

MKD, orta noktalara sahip olan gdmiilii bir faktoriyel dizayn igerir ve bir grup
eksenel nokta ile giiclendirilir. MKD'nin avantajlarindan biri, ¢ok sayida faktor ve
seviyeye sahip calismalardaki denemelerin sayisini azaltmak, karsilastirilabilir sonuglar
ve faktorler arasindaki interaksiyonlar1 vermektir. Ayrica MKD, bir sistemi etkileyen
dogrusal, kuadratik ve interaksiyon etki faktorlerini incelemede yiiksek kaliteli
tahminler saglar. Ayrica, MKD saglamdir ve veri noktalari test edilen alanin diginda
olsa bile yiiksek tahmin edilebilirlie sahip bir model ortaya ¢ikarir. BBD'ye kiyasla,
MKD'den gelen R? degeri, her iki dizaynin da dogrusal polinom modeline iyi uydugu
durumlarda genellikle daha yiiksek bir deger gosterir. Ayrica, MKD genellikle BBD'den
daha diisiik kalan standart hata degeri verir. Boylece, MKD gercek deneme ile
kiyaslandiginda daha dogru veri tahmin eder ve ikinci dereceden modeller i¢in en ¢ok
kabul edilen deneysel dizayn olarak kabul edilir (Keskin Giindogdu vd. 2016).

2.1.4.1niilinaz enziminin endiistriyel iiretimi

Ticari olarak, sadece iki sirket inulinaz iiretmektedir. Irlanda merkezli
Megazyme, rekombinant A. niger ile E-Endoien ve E-Exoian ticari isimleri altinda ultra
saf endo-iniilinaz ve ekzo-iniillinaz iiretmekte ve pazarlamaktadir. Bu enzimler,
aragtirma yapmak amaciyla kullanilabilmektedir. Ayrica Megazyme tarafindan iiretilen
Fructan ve Fructan HK analitik kitlerinde de bu enzimler kullanilmaktadir. A. niger'den
tiretilen ekzo-iniilinazin bir baska ticari preparati, Sigma-Aldrich (ABD) tarafindan
Fructozyme ticari isim ad1 altinda pazarlanmaktadir (Singh ve Singh 2017).

Fermentasyonla katma degeri yiiksek triinler (6rnegin enzimler) iiretildikten
sonra elde edilen ham iiriin, saflagtirildiktan ve bir¢cok yonden karakterize edildikten
sonra ya toz formda, ya sivi preparat seklinde ya da tablet olarak piyasaya
sunulmaktadir. Giiniimiizde enzim iireten ticari firmalar da saflastirilmis ve karakterize
edilmis trlnleri pazarlamaktadir. Asagida bu tez ¢alismasinda {iretilen iniilinaz
enziminin saflastirilmas1 ve karakterizasyonu ile ilgili literatlir bilgisi verilmistir.
Sonrasinda ise bu tez calismasinda kullanilan saflastirma teknikleri (santrifiijleme ve
ultrafiltrasyon) ve SDS-PAGE ile ilgili bilgier sunulmustur.

2.2. Iniilinaz Enziminin Saflastirilmasi ve Karakterizasyonu

Cesitli mikroorganizmalardan ekstraseliiler iniilinazlar santrifiij, ultrafiltrasyon
ve tuz veya organik ¢oziicli ¢oktiirmesi, ardindan kolon kromatografisi gibi geleneksel
saflagtirma teknikleri kullanilarak saflagtirilmistir (Pandey vd. 1999b; Singh ve Gill
2006; Singh ve Singh 2010). intraseliiler lokalizasyona sahip iniilinazlar, kimyasal
metotlar (bazik ve enzimatik muamele), fiziksel metotlar (de-kompresyon, ozmotik sok,
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termoliz, donma-¢6ziilme, deterjanlar, ¢Oziicliler ve sitoplazmik membranlarin
bozunmasi), mekanik metotlar (6n-islem, bozunma derecesi ve termal bozunma,
karistirma, mikro boncukla 6giitme, yiiksek basingli homojenizatorler, french press,
vurma, sonikasyon, kolloidal degirmenler ve kuru 6giitme) ve/veya otoliz gibi ek bir
hiicre duvar1 bozulmasi asamasina ihtiya¢ duyarlar (de Carvalho vd. 2017; Singh ve
Singh 2017). Kullanilan saflastirma teknikleri ve bazi saflagtirllmis inulinazlarin
ozellikleri Cizelge 2.3 ve Cizelge 2.4'te 6zetlenmistir. Fungal iniilinazlarin ¢ogu ekzo-
hareket eden ve ekstraseliilerdir. U¢ ekzo-inulinaz ve iki endo-inulinaz enzimi, iyon
degistirme ve jel-ekskliizyon kromatografisi ile A. ficuum JNSP5-06'dan saflastirilmigtir
(Chen vd. 2009). Saflagtirilan enzimlerin optimum sicaklik degeri 45°C olarak
belirlenmis olup 50°C sicaklik degerinin altinda ise enzimlerin stabil oldugu
saptanmistir. Ekzo- ve endo-iniilinazlarin 4-8 pH araliginda stabil oldugu ve optimal
pH'sinin, ekzo-iniilinazlar igin 4.5 ve endo-iniilinazlar i¢in 5.0 oldugu bildirilmistir.

66.0, 62.7 ve 59.4 kDa'lik molekiiler kiitlelere sahip olan bir heterotrimerik
ekzo-inulinaz, iyon degistirme ve jel-ekskliizyon kromatografisi kullanilarak A.
fumigatus'tan saflagtirnlmistir (Gill vd. 2004). R. oligosporus NRRL 2710'dan iki ekzo-
iniilinaz (Inu 2 ve Inu 3), DEAE Sepharose ve Sephacryl-200 kullanilarak kolon
kromatografisi ile saflastirtlmistir (Mohamed vd. 2015). Inu 2 ve Inu 3'iin molekiiler
kiitleleri ve Km'si sirastyla 76 ve 30 kDa ve 0.93 ve 0.70 mM olarak bildirilmistir.
Chrysosporium pannorum'dan ekzo- ve endo-iniilinazin saflastirilmast {izerine ilging bir
calisma bildirilmistir (Xiao vd. 1989a, b). Bir endo-iniilinaz ve iki ekzo-iniilinaz (F2 ve
F3), iyon degistirme ve jel-ekskliizyon kromatografisi ile C. pannorum'dan
saflagtirilmistir.  Ekzo-inulinaz ve endo-iniilinaz i¢in optimum sicaklik degerleri
strastyla 55°C ve 50°C iken, optimum pH degerlerinin ise ii¢ inulinaz formunda da farkli
oldugu tespit edilmistir. Saflagtirllmig inulinazlarin o6zelliklerine iliskin cesitli
raporlardan elde edilen bilgilere gore farkli mikrobiyal kaynaklardan elde edilen
iniilinazlarin optimum pH ve sicaklik degerlerinde fazla bir farkliligin olmadig:
sonucuna varilabilir (Cizelge 2.3 ve Cizelge 2.4). Cesitli kaynaklardan elde edilen
inulinazlarin molekiiler kiitlesi 30 ila 300 kDa arasinda degismektedir. Cogunlukla
fungal intilinazlar 4.0-7.0, bakteriyel iniilinazlar 4.5-7.5 ve maya iniilinazlar1 4.5-7.0
araliginda optimum pH degerlerine sahiptir. Fungal iniilinazlarin optimum sicakligi 30-
60°C arasindadir, oysa bakteriyel ve maya iniilinazlarinin optimum sicakligi 40-70°C
arasinda degismektedir. Yapilan bu tez ¢alismasinda, A. niger A42 iniilinazinin kismi
saflagtirilmasinda santrifiij ve UF yontemleri, molekiiler agirliginin belirlenmesinde ise
SDS-PAGE (Sodyum dodesil siilfat-Poliakrilamid jel elektroforezi) yontemi kullanilmig
olup bu yontemlere asagida kisaca deginilmistir.
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Cizelge 2.3. EKzo0-iniilinazin saflastirilmasi ve karakterizasyonu

; ; a b pH T 0
Mikroorganizma ST U/mg Km Vm kDa Optimum _ Stabilite Optimum _ Stabilite Kaynak
Alternaria alternata D, IDK, JFK 29.52 0.52 mM 8.69 mM/dk/mL 66 5 4.0-6.0 30 <40 (Sanal vd. 2005)
Arthrobacter globiformis S64-1 IDK, PAGE 755 B B 100 6.5 6.0-10.0 40 <40 (Haraguchi vd. 1990)
A. awamori var. 2250 UF, IDK, JFK 75 0.003 mM 175 umol/dk/mg 69 45 3.0-5.0 60 <70 (Arand vd. 2002)
A. candidus ASC, IDK, JFK 106 3.8 mM/dm3 B 54 55 B 45 B (Kochhar vd. 1999)
A. ficuum JNSP5-06

Exo | 43.1 mg/mL 32.7 mg/mL/dk 70 45 4.0-8.0 45 <50

Exo Il ASC, D, IDK, JFK, P-PAGE B 31.5 mg/mL 217 mg/mL/dk 40 45 4.0-8.0 45 <50 (Chen vd. 2009)

Exo Il 25.3 mg/mL 46.3 mg/mL/dk 46 45 4.0-8.0 45 <50
A. foetidus NRRL 337 ASC, IDK, JFK 100.9 3.45 mg/mL B 78 55 4555 50 B (Fawzi 2011)
A. fumigatus

Isoform | 171 0.25 mM 333.3 IU/mg 200 55 4.0-9.5 60 <60 (Gill vd. 2004)

Isoform 1 ASC, IDK, HEK, JFK, AR 55175 125 mMm B 62 6 40-70 60 <60 (Gill vd. 2006)
A. niger ASC, EC, IDK, JFK 6.6 58 mM B 47 5 3.2-7.0 55 <50 (Nakamura vd. 2001)
A. niveus D, IDK, JFK 378.75 B B B 48 B 45 B (de Souza-Motta vd. 2005)
A. terreus IDK, AK, SDS-PAGE 383 11 mM B 57 4 4.0-6.0 60 40-60 (Coitinho vd. 2010)
B. subtilis 430A ASC B 8 mM B B B B 45-50 B (Vullo vd. 1991)
B. stearothermophilus KP1289 ASC, IDK, JFK 92 80 mM B 54 6.1 4.2-10.4 60 30-75 (Kato vd. 1999)
C. kutaonensis sp. nov. KRF1T UF, IDK, JFK 188 2.3 mg/mL 4.8 mg/mL 55 45 3.0-6.5 50 <60 (Yuan vd. 2012)
Chrysosporium pannorum

F2 415 B B 84 5 5.0-7.5 55 <50 (Xiao vd. 1989a)

F3 ASC, IDK, JFK 118 B B 70 6 5.0-85 55 <45 (Xiao vd. 1989b)
Cryptococcus aureus G7a UF, IDK, JFK 15.826 20.06 mg/mL 0.0085 mg/dk 60 5 4.0-6.5 50 <65 (Sheng vd. 2008)
Fusarium oxysporum

| 21 16.7 umol/dm3 B 300 5.8 5.0-7.0 30 B

I ASC, D, IDK 633 20,0 wmol/dm3 B 300 6.2 5.0-7.0 37 B (Gupta vd. 1988)
K. marxianus YS-1 EC, JFK 413 3.4 mM 7.6 mM/dk B 55 5.0-6.0 50 <50 (Singh vd. 2007b)
K. marxianus var bulgaricus IDK, SDS-PAGE 84.1 86.9 mg/mL B 7 47 B 55 <40 (Kushi vd. 2000)
Kluyveromyces sp. ASC, IDK, JFK B B B 57 4.6 B 55 B (Wei vd. 1997)
P. janczewskii ASC, IDK, HEK, JFK 364.5 0.063 M 0.0209 mM/dk/mL 80 6 B 40-60 B (Pessoni vd. 2007)
Penicillium sp. TN-88 ASC, IDK, JFK 743 92.6 umol B 81 4 5.0-7.0 55 <50 (Moriyama vd. 2002)
Pichia guilliermondii UF, IDK, JFK, SDS-PAGE 9696.9 21.1 mg/mL 0.08 mg/dk 50 6 6.0-7.0 60 <60 (Gong vd. 2008)
Rhizopus oligosporus NRRL 2710

Inu 1l 3258 0.93mM B 76 5 B 50 <60

Inu 111 DK, JFK 7238 0.70 mM B 76 5 B 60 <70 (Mohamed vd. 2015)
Sphingomonas sp. JB13 AK, SDS-PAGE 73.7 10.2 mg/mL 294.1 umol/dk/mg 55 55 B 55 <70 (Zhou vd. 2015)
Streptomyces griseus ASC, JFK 6.88 B B 140 7 B 30 <40 (Tohamy 2006)
Streptomyces sp. ASC, IDK, Agaroz kolon 170 1.63 mM 450 mM 45 6 B 70 <70 (Sharma ve Gill 2007)
Streptomyces sp. CP01 ASC, IDK, JFK, HEK 290.2 234 mM 440 umol/dk/mg 70.8 6 5.5-9.0 55 <50 (Laowklom vd. 2012)
Thielavia terrestris NRRL 8126 ASC, IDK, JFK 254.9 2.15 mg/mL B 72 45 45-5.0 75 B (Kochhar vd. 1999)
Ulocladium atrum ASC, D, IDK 2479.2 B B B B B B B (El-souod vd. 2014)

a: Spesifik aktivite, b: Molekiiler agirlik, ST: Saflagtirma teknikleri, T: Sicaklik, AK: Afinite kromatografisi, D: Diyaliz, JFK: Jel-filtrasyon kromatografisi, HEK: Hidrofobik etkilesim
kromatografisi, IDK: Iyon degisim kromatografisi, EC: Etanol ile ¢oktiirme, B: Belirtilmemis, ASC: Amonyum siilfat ile ¢oktiirme, P-PAGE: Preparatif poliakrilamid jel elektroforezi,

SDS-PAGE: Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi, UF: Ultrafiltrasyon
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Cizelge 2.4. Endo-iniilinazin saflagtiritlmas1 ve karakterizasyonu

: - . b pH T (°O)
Mikroorganizma ST U/mg K Vi kDa Optimum _ Stabilite  Optimum _Stabilite Kaynak
Arthrobacter sp. ASC, IDK, HEK 53 1.7mM B 75 7.5 5.0-10.5 50 30-40 (Kang vd. 1998)
A. ficuum IDK, P-PAGE 348 8.1 mM 773 IU/mg 66 5 4852 50 <60 (Uhm vd. 1999)
A. ficuum JNSP5-06

Endo | B 148 mg/mL  40.8 mg/mL/min 34 5 4.0-8.0 45 <50

Endo 11 ASC, D, IDK, JFK, P-PAGE B 25.6 mg/ml_ 53.8 mg/mL/min 31 5 40-80 45 <50 (Chen vd. 2009)
A. niger ASC, EC, IDK, JFK 108 0.80 mM B 56 53 5.0-7.0 45 <60 (Nakamura vd. 2001)
A. niger IPC, IDK, HEK, JFK 1158.3 6.7 g/L 0.0476 mg/ml/min 69 5 4.0-7.0 55 <55 (Skowronek ve Fiedurek 2006)
A. niger AUMC 9375 AC, IDK, JFK 11833.3 B B 75 5 4.0-6.0 50 B (Housseiny 2014)
A. niger mutant 817

Form P-1A 352 0.48 mM 109 pmol/min/m, 70 53 5.0-7.0 50 <50

Form P-18B D, UF, IDK 338 050mM 139 pmol/minime 68 53 3500 5055 <50 (Nakamura vd. 1994)
B. smithii ASC, IDK, JFK 1105.4 417 mM 833.3 IU/mg 47 45 4.0-7.0 70 <70 (Gao vd. 2009)
Chaetomium sp. ASC, IDK, JFK, HEK B 0.199 mmol/L 115 pmol/min/mg 66 6 B 55 B (Zhang vd. 2004)
Chrysosporium pannorum ASC, IDK, JFK 106.2 B B 58 6.0-7.0 45-85 50 <45 (Xiao vd. 1989b)
Kluyveromyces sp.

El ASC, IDK, JFK B B B 42 4.6 B 52 B .

EN Asg, IDK, JFK B B B 65 45 B 52 B (Wei vd. 1997)

P. purpurogenum IDK, JFK 82.8 0.21 mM B 64 51 5.0-7.5 55 <55 (Onodera ve Shiomi 1988)
Penicillium sp. D, UF, IDK 105 0.20 mM 106 pmol/min/mg 68 5.2 5.0-7.0 50 <40 (Nakamura vd. 1997)
Penicillium sp. NFCC 2768 EC, IDK 81.7 (nkat/mg) B B 68 5 B 50 B (Rawat vd. 2015)
Rhizopus sp. UF, IDK, JFK 17 9.0 mM B 83 6 5.0-8.0 40 <30 (Ohta vd. 2002)

X. oryzae ASC, IDK, HEK 1407 16.7 g/L 12.1/L/h 139 75 6.0-9.0 50 <45 (Cho ve Yun 2002)

a: Spesifik aktivite, P: Molekiiler agirlik, ST: Saflastirma teknikleri, T: Sicaklik, D: Diyaliz, JFK: Jel-filtrasyon kromatografisi, IPC: izopropanol ile ¢oktiirme, AC: Aseton ile
¢oktiirme, HEK: Hidrofobik etkilesim kromatografisi, IDK: Iyon degisim kromatografisi, EC: Etanol ile ¢oktiirme, B: Belirtilmemis, ASC: Amonyum siilfat ile ¢oktiirme, P-PAGE:
Preparatif poliakrilamid jel elektroforezi, SDS-PAGE: Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi, UF: Ultrafiltrasyon
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2.2.1.Santrifiijleme ile kismi saflagtirma

Siispanse tanecikleri ayirmak i¢in kullanimi kolay olan yer ¢ekimi kuvveti
yerine merkezka¢ kuvveti uygulanirsa, kati-sivi ayirma hizi 6nemli Olciide artar.
Bununla beraber, ¢ok daha kiigiik tanecikler bile ayrilabilir. Santrifiigasyon, 0.1 um
capl kiigiik tanecikleri ayirmada kullanilabilir ve baz1 sivi-sivi ayirma islemleri igin son
derece uygundur. Santrifiij prosesinin verimliligi, tanecik boyutu, hiicre ve ortam
arasindaki yogunluk farki ve ortam viskozitesine baglidir. Santrifligasyon prosesi ile bir
tanecigin son ayrilis hiz1 Esitlik 2.2 ile hesaplanabilir.

_ dpz(ps - pl)a)zr
18n

Ve (2.2)

Burada,

V. = santrifiijle ¢oktiirme hizi veya tanecik hizi (m/s)

dp = tanecik ¢ap1 (m)

ps— p1 = tanecik ve ortam arasindaki yogunluk farki (kg/m?)
o = santrifiijiin agisal hiz1 (rad/s)

r = tanecigin donme merkezinden uzaklig1 (m)

n = akigkanlik sabiti veya viskozite (Pa.s)

Esitlik 2.2°den anlasildigi iizere, daha yiiksek devir hiz1 (w) ve donme merkezine
olan uzakligin artmasi (m) ile daha hizli ¢okme hiz1 (V) elde edilir. Santrifiijler, bagil
merkezka¢ kuvveti (RCF) veya ¢ sayisi (santrifiij hizinin yergekimi etkisindeki hiza
oranm1 = ?r/g) ile karsilastirilabilir. Santrifiij se¢imi, tanecik boyutu ve yogunlugu ile
ortam viskozitesine baglidir. Mayalarla karsilastirildiginda; bakteriler gibi daha kiigiik
mikroorganizmalar1 ayirmak i¢in daha yiiksek hiza sahip santrifiijler gerekmektedir.

Santrifiijlem isleminin, kiiglik hacimli santrifiijlerle biiyiik hacimli malzemeyi
hizl1 bir sekilde isleyebilen tamamen siirekli calisma sistemlerinin bulunabilirligi gibi
avantajlari  vardir.  Santrifiijler; buharla sterilize edilebilir, aseptik olarak
kullanilabilirler. Bununla beraber, santrifiijlerin; membran, kimyasal ve filtre yardimci
maddeleri gibi sarf maliyetleri yoktur. Ancak, santrifiijleme isleminin, yiiksek baslangi¢
sermaye maliyeti, c¢alisma sirasinda olusan girilti ve elektrik maliyeti gibi
dezavantajlar1 vardir. Ote yandan, yiiksek kayma gerilimi nedeniyle hiicrelerde fiziki
parcalanmalar olusabilir ve sicaklik kesin sekilde kontrol edilmeyebilir. Sicakligin kesin
sekilde kontrol edilememesi de sicakliga hassas iiriinleri etkileyebilir (Cekmecelioglu
2014).

Santrifiijleme prosesi 1ile kismi olarak saflastirilan enzim preparati,
ultrafiltrasyon prosesi ile de kismi olarak saflastirilmakta ve protein konsantrasyonu
acisindan yogun bir s1vi enzim preparati elde edilmektedir. Kismi saflagtirma prosesinde
kullanilan ultrafiltrasyon prosesi hakkinda asagida kisaca bilgi verilmistir.

2.2.2. Ultrafiltrasyon ile kismi saflastirma
Modern filtrasyon yontemleri, derinlikli filtreler yerine mutlak filtrelerden

olusur. Bu filtreler, gozenek boyutuna gore baslica ii¢ kategoriye ayrilan destekli
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membranlardir. Azalan gézenek boyutu sirasina goére bunlar, mikrofiltrasyon (MF),
Ultrafiltrasyon (UF) ve ters-ozmoz (RO) membranlardir. Filtre edilecek siispansiyon,
geleneksel filtrasyon yoOntemlerindeki gibi dik ag¢1 yerine membran boyunca
pompalanmaktadir (capraz/tegetsel akis). Bu yontem, membranda kati partikiillerin
neden oldugu tortu olusumunu geciktirir. Boyutu membranin ayirma sinirindan (cut-off
degeri) kiiclik olan tanecikler, membrandan gecerken (permeat) geriye kalan tanecikler
ise (filtrelenememis madde) (retentat) tutulur. Filtrasyon ilerledik¢e, membrandan filtrat
akis1 tortu olusumu nedeniyle azalir. Derisim polarizasyonu olarak da ifade edilen bu
durum, membran yiizeyinde ¢6ziinen molekiillerin katman halinde birikmesi sonucu
olusmaktadir. Silikon kdpiik engelleyicilerin varligi da benzer olumsuz bir etkiye neden
olmaktadir. Yapilan bu tez ¢calismasinda UF prosesi kullanildig1 i¢in, asagida UF prosesi
ile ilgili kisaca bilgi verilmistir (Cekmecelioglu 2014).

UF, daha kiiclik gbzenek boyutuna sahip membranlarin disinda MF'ye benzer bir
yontemdir ve 2-500 kDa arasindaki ¢ozeltileri molekiil agirliklarina gore ayirmada
kullanilir. Membranlar, anizotropik (yon bagimli) bir yapiya sahiptir, segici, spesifik
capta gozenekleri olan ve kalin, oldukca gozenekli bir yapiya bagli ince bir
membrandan olusur. Ornegin, 100 kDa ayirma smiri ile iiretilen bir membran, 100
kDa'nin iizerinde protein ve diger molekiillerden olusan retentat iiretirken, 100 kDa'nin
altinda biitiin molekiiller permeata gecmektedir. Ote yandan, kiire seklinde olmayan
proteinler, membrana karsi farkli ayrilma tepkimeleri gosterebilir. Biiyiik olgekli
proseslerde genellikle ici bos lifli sistemler tercih edilmektedir. Ancak, diiz membranlar
da kullanilmaktadir. Bununla beraber, UF {initelerinin birkac¢i, daha gelismis bir
saflagtirma sistemi olusturmak i¢in ardisik olarak birbirleriyle baglanabilir. Bu
yontemler genellikle proteinlerin saflagtirllmasinda ve maddelerin ayrilmas1 ve
konsantre edilmesinde kullanilmaktadir. UF prosesi, pirojenleri ve virlisleri ortamdan
ayirmada ve peynir alti suyunu islemede de kullanilmaktadir (Cekmecelioglu 2014).

Ultrafiltrasyon prosesi ile kismi olarak saflastirilan enzim preparatlarinin
safligim1 kontrol etmek ve enzimin molekiiler agirligi hakkinda bilgi sahibi olmak
amactyla molekiiler agirlik tayini yapilmaktadir. Bu amacgla, bu tez caligmasinda
kullanilan SDS-PAGE molekiiler agirlik tayini ile ilgili asagida kisaca bilgi verilmistir.

2.2.3.SDS-PAGE ile molekiiler agirhk tayini

SDS-PAGE yontemi, proteinlerin safliginin kontrolii ve molekiil agirliklarinin
saptanmasi amaciyla kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda SDS-PAGE, proteinin birden
fazla alt birime sahip olup olmadigin1 belirlemede de Onemlidir. SDS-PAGE,
poliakrilamid jel elektroforezinden (PAGE) farkli olarak protein karigimina tiyol ayiraci
olan merkaptoetanol ve SDS eklenerek 100°C'de 1sitilarak denatiire edilir.
Merkaptoetanol, proteindeki disiilfit baglarin1 koparir. Denatiire edici bir deterjan olan
SDS proteine baglanir (bir molekiil SDS, yaklasik iki aminoasit kalintis1 baglar) ve
proteini net negatif yiik ile kaplar, bu durumda proteinin kendi yiikii ihmal edilir.
Proteinin dogal konformasyonu degisir, proteinler esit yiik yogunluguna sahip olurlar ve
poliakrilamid jel icerisinde sadece molekiil agirligina gore ayrilirlar. Buna gore biiyiik
molekiiller jel maktriksinde tutulurken kiiciikler daha hizli go¢ eder. Molekiil agirlig
bilinen protein standartlar1 (marker), ilgili protein ornekleri ile birlikte yiiriitiilerek
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saflagtirilmis proteinin veya enzimin molekiil agirligi1 yaklasik olarak hesaplanir (Metin
2010).

2.3. Ekzo-Iniilinazin Yapisal ve Fonksiyonel Ozellikleri

A. niger'den elde edilen ekzo-inulinaz (AngInuE), hidrolitik olarak iniilin ve
levan iizerinde bir etkisi olmayan A. foetidus'dan elde edilen fruktoziltransferaz 1-SST
ile tamamen aynidir. Ayrica AnglnuE ile A. niger 12’den elde edilen ve iniilini hidroliz
edebilen fakat levan fiizerinde aktif olmayan ekzo-iniilinaz (InuE) arasinda {i¢
aminoasidin farkli oldugu belirlenmistir (Arand vd. 2002; Moriyama vd. 2003; Rehm
vd. 1998).

Cichorium intybus (GH32)'den elde edilen 1-ekzohidrolaz lla (1-FEH lla),
Thermotoga maritima (GH32)'den elde edilen invertaz, A. awamori (GH32) 'den elde
edilen ekzo-iniilinaz ve B. subtilis (GH68)'ten elde edilen levansukraz enzimlerinin
yapilarinin karsilagtiritlmasi, bu enzimlerin katalitik olarak 6nemli gruplarinin -aksiyal
alan i¢inde konsantre edildigini gostermistir. Pons vd. (1998), B-aksiyal yapiya dayali
olarak, GH32’deki hidrolazlar i¢in yapisal bir model nermistir. Model, aktif bolgenin
tic korunmus aminoasit kalintis1 (L-Aspartik asit, L-Glutamik asit ve L-Sistein)
icerdigini gostermistir (Holyavka vd. 2016).

X-1gin1 kirmmim verilerine dayanarak, Nagem vd. (2004) A. awamori ile tiretilen
iniilinazin 3 boyutlu yapt modelini agiklamistir (Sekil 2.3). Arastirmacilar, enzimin iki
bolgeden olustugunu bildirmistir. Katalitik bolgeye sahip N-terminal alani, 353
aminoasit kalintis1 igerir (L-Fenilalanin 20’den L-Glutamin 372’ye). Bu alan, bir eksen
etrafinda radyal olarak yerlestirilmis katmanlar ile bes katmanli S-aksiyal ailesine aittir.
Her bir katman, dort anti-paralel g-iplik¢iginden olusur. Tiim iplikler, rotasyonel yer
degistirme yapis1 ile birbirine baglanir ve her bir katmanin dordiincii ipligi, sonraki
katmanin birinci ipligi ile baglanir. Bes katmanli f-aksiyal yapr ¢cok yaygin degildir.
Esasen Cellvibrio japonicus'tan iiretilen tasilektin-2, a-L-arabinanaz A43 ve B. subtilis
kaynakli levansiikraz enziminde goriilmektedir (Beisel vd. 1999; Meng ve Fiitterer
2003; Nagem vd. 2004; Naumoff 1999; Nurizzo vd. 2002; Pons vd. 2000; Pons vd.
1998).

Iniilinazin C-terminal bolgesi (L-Arjinin 382'den L-Asparajin 537'ye kadar 156
aminoasit kalintis1), her biri sandvi¢ benzeri yapiya bagl alt1 S-iplik¢ik ile olusturulan
iki p-tabakasindan olusur. Birinci ve ikinci bolgeler kisa polipeptid baglayicilarla
baglanir. Bolgelerin konumu ve yonelimi, ¢esitli hidrojen baglar1 ve hidrofobik
etkilesimlerle dengelenir. Yapisindaki her iki bolge de, GH32'ye ait olan Thermotoga
maritima tarafindan firetilen invertaza benzemektedir. Bu enzimlerin aminoasit
sekanslari, esasen molekiiliin i¢ boliimlerine baglh olarak %29 6zdestir. GH32 ailesinin
iki farkli temsilcisinin yiiksek homolojisi, gozlemlenen yapinin bu ailenin diger
enzimleri igin ortak bir sablon oldugu sonucunu dogurur (Holyavka vd. 2016; Nagem
vd. 2004).

A. awamori ile iretilen iniilinazin yap1 modelinin Protein Veri Bankasi'ndaki
(Protein Data Bank) diger proteinlerin modelleriyle karsilastirilmasi, iniilinaz ile GH68
ailesinden olan ve B. subtilis'ten elde edilen gelen levansiikrazin N-terminal f-aksiyal
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bolgesi arasindaki Onemli yapisal benzerligi (aminoasit diziliminde sadece %13
oraninda benzerlik olmasina ragmen) ortaya koymaktadir (Nagem vd. 2004). A.
awamori'den elde edilen ekzo-iniilinaz, bes N-bagli oligosakkarit kalintis1 i¢eren bir
glikoproteindir. Nagem vd. (2004) tarafindan farkli derecelerde glikozilasyona sahip iki
kristal yap1 elde edilmistir. 1.87 A'luk bir ¢dziiniirliikte fruktoz ile baglanan iniilinazin
X-1gin1 kirinim  analizi, Kkatalitik agidan Onemli iki aminoasit kalintisini ortaya
cikarmistir: L-Aspartik asit 41 (niikleofil) ve L-Glutamik asit 241 (proton verici).
Calisma, L-Aspartik asit 189’un (Arjinin-Aspartik asit-Prolin (RDP) lokusunun bir
parcasi) substrati tanimaya katilan hidrojen baglarin1 olusturdugunu gostermistir
(Nagem vd. 2004; Tsujimoto vd. 2003).

Asn300 < -

Sekil 2.3. Ekzo-iniilinazin sekonder yapi elementlerinin serit gosterimi. N-Terminal
bolgesi, bes tabakali (blade) f-aksiyal kivrima aittir. Her bir tabaka farkli bir renkte
gosterilmistir (tabaka 1 sari, tabaka 2 deniz mavisi, tabaka 3 kirmizi, tabaka 4 yesil ve
tabaka 5 turuncu). Kayrak renkli ikinci bolge, bir f-sandvi¢ kivriminda diizenlenmis 12
B-iplikgiginden olusur. iki bdlgeyi birlestiren kisa polipeptid zincir, pembe renkte
gosterilmistir. Ortorombik kristalde bulunan bes N-bagli oligosakkarit, ¢ubuk olarak
gosterilmigstir (Nagem vd. 2004)

Iniilinazin C-terminal bélgesi, bir sigandan elde edilen kalsiyuma-bagli lektin
p58’in i¢indeki karbonhidratlar1 baglama bolgesine benzerdir, ancak bunlarin aminoasit
sekanslar1 sadece %12 6zdestir. f-sandvic bdlgesi, invertaz hari¢ fruktani hidroliz eden
fungal enzimler arasinda yiiksek 6l¢iide korunur. Bu bolge, baz1 polimerleri baglamada
onemli bir rol oynayabilir (Moriyama vd. 2003; Yuan vd. 2006).

Bir¢ok calisma, glikozidazlarin aktif bolgesinin karsisindaki yiizeyin aspartik
gruplar (Aspartik asit kutular1) icerdigini gostermistir. Aspartik asit kutulari, 5 tabakali
(GH32), 6 tabakali (GH33 ve GHS58), 7 tabakali (GH74) ve 10 tabakali (Vsp10-D) p-
aksiyalleri icin, siilfit oksidazlarin f-sandvi¢ yapilari i¢in, bazilarina yapisal olarak
benzeyen enzimler icin (GH20) ve bakteriyel riboniikleazlar i¢in ortaktir. Triptofan
tekrarlarinin (PQQ) daha dnce Aspartik asit kutular ile iliskili oldugu diistiniilmiistiir.
p-Aksiyallerdeki Aspartik asit kutularimin tekrarlari, tabakalar arasindaki etkilesimde
yapisal bir islev goriir (Chaudhuri vd. 2008; Quistgaard ve Thirup 2009). Bununla
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birlikte, pB-aksiyal Aspartik asit kutularinin bazi tabakalarinin, yapisal olusum ve
stabilizasyon igin ¢ok az onemli oldugu ve karbonhidratlara baglanmada sadece
sinyalleme, ek veya alternatif fonksiyonlara sahip oldugu varsayilmaktadir. Cogu
korunmus kalinti (WMN(D/E)PN sekansindaki iki korunmus kalinti: D ve W), esas
olarak karbonhidrat baglanma bélgelerinde bulunur (Boraston vd. 2004; Copley vd.
2001; Garcia-Hernandez vd. 2000).

Fruktan1 modifiye eden enzimlerin ¢ogu, GH32 ailesinde birlikte
gruplandirilmistir. Bu proteinler, sekiz korunmus dizi bolgesinden daha azin1 paylasmaz
(A bolgesinden G bolgesine) (Cizelge 2.5); bunlarin iicii dogrudan katalitik reaksiyona
katilir. A bolgesi (sukrozu baglayan), polifruktanlar ve sukrozun hidrolizinde 6nemli bir
rol oynar. G bolgesinin 5 tabakali f-aksiyal ile fp-sandvi¢ arasindaki bir yarikta yer
aldig1 gosterilmis olup aktif alandan uzakta olsa da katalizde 6nemli bir rol oynadigi
belirlenmistir. G bolgesinde korunan L-Serin 469'un yapisal ve biyokimyasal olarak
benzer L-Treonin 469 ile yer degistirmesi, SUkroz, iniilin ve levan iizerinde iniilinazin
hidrolitik aktivitesinde bir azalmaya neden olmustur. L-Serin 469, hidrofobik L-Valin
469 ile degistirildiginde, enzimlerin aktivitesi tamamen kaybolmustur (Goosen 2007,
Ritsema vd. 2005).

Cizelge 2.5. Aspergillus niger CBS513.88 genomunda tanimlanan GH32 familyasi
enzimlerinin korunmus motifleri (Goosen 2007)

Bolge
Enzim
A B B1 c D E F G
SucA
(Ekstraseller Sase) QIGDPCL  FHVGFL - FDGSVI RDP NFETGNV ~ FLDWGFSSYA  VLEIY
. SucB WMNDPCG  YHLSFQ WGHAVS FTGCFR RDP NWEVVNW  VFDHGC GYA  VLEVF
(Intraseliiler Sase) -
. SucC WINDPCA  YHLFYQ WGHATS FTGCFL RDP NWECANF  YLDHG SLYA  IVEIY
(Intraseliiler Sase) -
AngInuE WMNDPNG  YHLFFQ WGHATS FSGSAV RDP VWECPGL WMDWGPDFYA  SVEVF
(Ekstraseliiler Ekzo-lase) -
InuA WMNEPNG WHLFFQ WGHATS FTGTAY RDP GWEVPDM  WLNNGRDFDG  SVEVF

(Ekstraseliiler Endo-lase)

Katalitik kalintilar kalin harfle gésterilmistir
Tamamen korunan kalintilarin alt1 gizilmistir

A. awamori iniilinazinin aktif bolgesinin, aspartik asidin karboksil grubu ve
histidinin imidazolik grubundan olustugu gdsterilmistir. Iniilinazdaki karboksil grubu,
bir hidrojen bag: tarafindan histidinin imidazolik grubu ile iligkilendirilir. Bu nedenle,
karboksil-imidazol etkilesiminin elektrofilik-niikleofilik sistemi, iniilin hidrolizinde
onemli bir rol oynar. A. niger ve Penicillum tiirlerinden elde edilen ekzo-iniilinazlarin
aktif bolgesinin, aspartik ve glutamik asidin karboksil gruplarimi ihtiva etmesi beklenir.
Degerlerin Olglilmesi, iyonizasyonun 1sisi, n-kloriir-civa-benzoat ile inhibisyon ve
metilen mavisi varhiginda foto-oksidasyon, B. polymyxa'dan elde edilen enzimin aktif
bolgesinin 1midazolik ve siilfhidril gruplart icerdigi sonucuna varilmasimni saglar
(Akimoto vd. 1999; Ohta vd. 1998; Zherebtsov vd. 2003).

Saccharomyces sp. WO ile elde edilen iniilinazin aminoasit dizisi benzerligi
(Candida membranifaciens subsp. flavinogenie W14-3'ten ifade edilen), C.
kutaonensissp. nov. KRF1T ile elde edilen iniilinaza %88 oraninda benzerlik
gosterirken K. marxianus ve C. aureus ile elde edilen iniilinazlarda %78 oraninda
benzerligin oldugu tespit edilmistir. Benzer sekilde, P. guilliermondii susl'den elde
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edilen iniilinazin aminoasit dizisi benzerligi de K. marxianus'unki ile yakindan iliskili
oldugu bulunmustur (Zhang vd. 2015a; Zhang vd. 2009).

2.4. Endo-Iniilinazin Yapisal ve Fonksiyonel Ozellikleri

Penicillum tiirlerinden elde edilen endo-iniilinaz, N-bromesuksinimid ile
modifikasyondan sonra tamamen inaktif hale getirilir, bu da, aktif bolgede en az bir
triptofan kalintistnin mevcut oldugunu gosterir. WMN(D/E)PN sekansindaki iki kalinti
(Trpl7 ve Metl18), A. ficuum endo-iniilinaz1 dahil olmak iizere baz1 dkaryotik fruktozid
hidrolazlar i¢in korunmustur. Trp17'nin endo-iniilinazin katalitik 6zelliklerinde oynadigi
rol hala net degildir. Iniilin zincirinin bir pargasi olarak fruktoz halkasinmn altinci
karbonundaki hidroksil grubu ile hidrojen baglar1 arasinda etkilesim olabilir ve boylece
substratin aktif bolgeye dogru yonlendirilmesini saglar (Park vd. 2003).

Aktif bolgelerinin  yapist nedeniyle ekzo-iniilinaz ve endo-iniilinaz
aktivitelerinde farklilik goriiliir. A. niger endo-iniilinaz1 ve B. stearothermophilus ekzo-
iniilinaz1 lizerine yapilan bir ¢alismada, enzimin aktif bolgesinin diger bir¢ok kalint1 ile
kompleks bir etkilesim agi olusturan enzim yiizeyinde bulunan belirli aminoasitler
vardir ve enzimin kemoselektivitesine katki saglayan konformasyonunun muhafaza
edilmesinde onemli bir rol oynar (Basso vd. 2010). Penicillium sp. TN-88 ekzo-
iniilinazi, endo-intilinaza kiyasla substratina daha fazla H-bagi ile baglandigindan, daha
yiiksek baglanma etkinligi ile etkilesime girer ve endo-iniilinazlara kiyasla substratina
daha fazla stabilite gosterir. Ekzo-iniilinazda gozlenen 6nemli seylerden biri, Aspartik
asit22, Aspartik asitl28, Aspartik asitl79 ve Serin84'ten olusan ve ‘Aspartik asit’
aminoasidi agisindan zengin bir huni biyiikliigiinde aktif bolge olusturmasidir (Singh ve
Shukla 2012).

A. niger endo-iniilinaz1 ve B. stearothermophilus ekzo-iniilinazinin yapilari
arasindaki temel farkliliklar enzimlerin katalitik bolgesinde bulunmustur. iki ekzo-
iniilinaz, niikleofilik saldiridan sorumlu oldugu diisiiniilen bir Aspartik asit kalintist (B.
stearothermophilus enziminde Aspartik asit24, A. awamori'de Aspartik asit24) sunarak
ortak yapisal 6zellikleri paylasir (Sekil 2.4A) (Nagem vd. 2004). Endo-iniilinazin aktif
bolgesinde, Aspartik asit bir Glutamik asit43 kalintis1 ile degistirilir (Sekil 2.4B). Dogal
substratlarin biiyiik boyutu nedeniyle, endo-iniilinazin katalitik bolgesi olduk¢a genistir
ve 516 kalintinin 90" aktif bolgeyi olusturur. Buna karsilik, polimerin terminal kalintisi
tizerinde etkili olan ekzo-iniilinazin aktif bolgesi daha kiigiiktiir ve 493 kalintinin 42'si
aktif bolgeyi olusturur (Basso vd. 2010).

Endo-iniilinaz ve ekzo-iniilinaz yapilari arasinda ilging bir ortak 6zellik, RDP
motifinin varligidir; bu, ayn1 zamanda, fruktozil-transferazlar veya invertazlar gibi diger
enzim siiflarinda da korunan bir sekanstir. Bu motifin varligi, piranozidik halkanin
taninmas1 i¢in Onemli oldugu ve fruktopiranozidik kalintilara karsi enzim
spesifikliginden sorumlu oldugu bildirilmistir (Basso vd. 2010; Nagem vd. 2004).

Katalitik iki glutamik asidin (Glu43 ve Glu233) pozisyonunda bulunan (Park vd.
2003) ve/veya substrat cebine ait olan birkag¢ kalint1 (Pouyez vd. 2012), reaksiyonun geg
safhas1 sirasinda esas olarak iniilotrioz (DP3) olusturmak i¢in iniilinin ayrilmasina yol
acan endo-iniilinazin katalitik mekanizmasinda rol oynayabilir (Uhm vd. 1999; Uhm vd.
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1998). Bu kalintilar asagidaki gibidir: WMN(D/E)PN korunmus motifte Methiyonin41
ve Asparajin42; dongii-1'den Prolin62, Triptofan67 ve izolésin70; déngii-3'iin sonunda
Asparajin265; dongii-4'iin baslangicinda Arjinin295 ve Aspartik asit298 ve korunmus
motif RDP'den Arjininl75. Substrat boslugunda bulunan Glutamin59 ve Fenilalanin99
kalintilar1 da segilmistir. Bu 11 kalint1, cebin biiytlikliiglinii potansiyel olarak arttirmak
icin Glisin veya Alanin'e dogrudan mutagenez ile A. ficuum yabani-tip enzimde ikame
edilmistir. Son olarak, bu, yiiksek oranda aktivite kaybina yol agsa da, korunan
WMN(D/E)PN motifindeki katalitik Glutamik asit43, daha kiigiik bir kalint1 olan
Aspartik asit ile degistirilmistir (Park vd. 2003).

A A
Sp 0
" M
(o]
o OH
| <>
OH NH,
o )
NH, H
0
‘ OH
NH,
Glu

Sekil 2.4. Ekzo-iniilinazin (A) ve Endo-iniilinazin (B) katalitik bolgesi (Holyavka vd.
2016)

A. ficuum iniilinazinin katalitik ortami, diger iniilinazlarmkinden farklidur.
Niikleofil kalintisi, diger enzimlerde aspartat oldugu halde, endo-iniilinazda glutamattir
(Pouyez vd. 2012). Endo-iniilinazda Kkatalitik olarak aktif kalintilara yakin olan
Threonin100, diger proteinlerdeki bir serin ile degistirilir. EKz0-iniilinazda bulunan bir
glutamat, katalitik bdlgenin girisindeki noktalar1 gostermektedir. Endo-iniilinaz da ise
bu gorevi glisin (Glisin196) iistlenir. 298 pozisyonunda, diger GH32 enzimleri arasinda
korunan ve asit/baz katalizoriiniin yan zincirinin pKa'sin1t modiile etmek i¢in onerilen
Tirozin kalintisi, A. ficuum iniilinazinda mevcut degildir ve Aspartik asit kalintist ile
degistirilir. Ek olarak, bir sistein kalintis1 (asit/baz katalitik Glutamik asit'ten sonra
gelen kalint1), bir valin (Valin234) ile ikame edilen endo-iniilinaz disindaki tiim
enzimlerde bulunur. Sisteinin gegis durumu stabilizasyonu ve/veya katalitik kalinti
ortami i¢in 6nemli oldugu 6nerilmistir (Alberto vd. 2004; Pouyez vd. 2012).

2.5. Ekzo ve Endo-Iniilinazin Kataliz Mekanizmasi

Iniilinazin (EC 3.2.1.7), iniilinin hidroliz eden GH32 ailesinin bir iiyesi oldugu
dogrulanmistir. GH32'nin aktif bdlgesi f-pervane modiiliinde bulunur ve inulinazin 12
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p-iplikcigi bir f-sandvi¢ katinda diizenlenir (Sekil 2.3). Inulinaz, en az alt1 tane yiiksek
oranda korunmus motifin varlig ile karakterize edilir. Endo-inulinazda, korunmus 1, 2,
3,4, 5 ve 6 motiflerinin amino asit dizileri sirastyla WMNEPNGL, RDP, EVP, SVEVF,
FT ve Q'dur (Sekil 2.5). Ekzo-inulinazda ise, korunmus 1, 2, 3, 4, 5 ve 6 motiflerinin
amino asit dizileri sirastyla WMNDPNGL, RDP, ECP, SVEVF, FS ve Q'dur (Liu vd.
2013) (Sekil 2.6). Ornegin, Geobacillus stearothermophilustun inuA gen iiriinii, 21-
WMNDANGLVY-30, 149-DFRDPKVFWH-158 ve 202-WECP-205 olmak iizere ii¢
korunmus bolge igerir (Tsujimoto vd. 2003).
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Sekil 2.5. Farkli mikroorganizmalardan {iretilen endo-iniilinazin ortaya ¢ikarilan amino
asit sekansi (Liu vd. 2013)

Ekzo-inulinazin birinci motifi olan Asp(D)'nin bir niikleofil gibi davrandigi ve
ikinci motifi olan Asp(D)'nin de bir gecis durumu stabilizatorii olduguna inanildigi ve
ECP motifindeki Glu(E) kalintisi, katalitik mekanizmada onemli bir rol oynayarak bir
asit/baz katalizorii gibi davrandigi bildirilmistir. Bununla birlikte, endo-inulinazin
birinci motifi GIu(E)'de bir niikleofil gibi hareket eder.
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Sekil 2.6. Farkli mikroorganizmalardan liretilen exo-iniilinazin ortaya ¢ikarilan amino
asit sekans1 (Liu vd. 2013)
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SVEVF motifi, iniiline ve levana saldiran ekzoiniilinaz ve endoiniilinazlar
arasinda korunur. Buna karsilik, Sekil 2.6'daki sonuglar, korunmus motif SVEVF'nin
maya ekzoiniilinazinda goriinmedigini gostermektedir (Liu vd. 2013). Sekansin,
fruktanlarin baglanmasinda 6nemli bir rol oynadigi bildirilmistir (Ohta vd. 1998).
Ornegin, RDP motifindeki Arthrobacter. sp S37 endo-inulinazinin (EnlA) korunmus
Asp460'1, katalitik bir kalinti olarak kullanilir ve bu pozisyonda bir karboksilat
grubunun varlig1 kataliz icin bir 6n sarttir. Iki iyonize edilebilir kalint1 olan EnlA'nin
birinci motifindeki Glu323(E) ve tiglincii motifindeki GluS19(E) sirasiyla bir niikleofil
ve bir asit/baz katalizoériinden sorumluyken (Kim vd. 2008) katalitik agidan 6nemli iki
kalint1 olan A. awamori'den elde edilen ekzo-inulinazin birinci motifindeki Asp41(D) ve
ikinci motifindeki Glu241(E) sirastyla bir niikleofil ve bir katalitik asit/bazdan
sorumludur (Nagem vd. 2004). EnlA'nin polar kalintilart olan Arg459, Asp460, Asn322
ve GIn339, substrat tanima ve baglama i¢in énemliyken (Kim vd. 2008) A. awamori‘den
elde edilen ekzoiniilinazdaki hidrojen baglarini, Asn40 ve GIn57'yi saglayan Argl88,
Asp189 polar kalintilari, substrat tanima ve baglama i¢in dnemlidir (Nagem vd. 2004).
EnlA'nm lisin (Lys347) ve arginin (Arg606) kalintilari, amin gruplar1 tarafindan
substrat baglanmasma katilirken (Kim vd. 2008) A. awamori‘den elde edilen ekzo-
inulinazda bulunan iki triptofan kalintis1 (Trp65 ve Trp335), amin gruplari tarafindan
substrat baglanmasina katilir (Nagem vd. 2004). Bununla birlikte, korunan iki sekans
(FS(T) ve Q), B-pervane modiiliiniin aktif bdlgesinde yer almasina ragmen simdiye
kadar bu sekanslarin hangi fonksiyonlar1 yerinde getirdigi hala tam olarak
bilinmemektedir. Bununla beraber, korunmus bes motifin detayli fonksiyonlarinin
molekiiler ve genetik seviyelerde daha fazla agiklanmasma da ihtiya¢ duyulmaktadir
(Liu vd. 2013).

2.6. Mikrobiyal Inulinazin Evrimsel Konumu

Mikrobiyal iniilinaz1 evrimsel pozisyonunu degerlendirmek i¢in, tam
uzunluktaki amino asit sekanslarindan filogenetikte atasi belli olmayan bir filogenetik
agac yapilmis (Sekil 2.7) ve dallarin %75-100 araliginda elde edilen onylikleme giiven
seviyesi, olusturulan agact dogrulamistir. Sekil 2.7'de, farkli mikroorganizmalarda
bulunan ekzo- ve endo-inulinazlarin birbirinden uzak pozisyonlarda ayr1 ayri
kiimelendigi agikca goriilmektedir. Filamentli fungal ekzo-iniilinazi, bakteriyel
ekzoiniilinazi ve maya ekzoiniilinaz1 sirastyla kendi kiimelerine baglanir. Sekil 2.7'den
maya ekzoiniilinazinin, fungal ve bakteriyal ekzoiniilinaz1 kiimeleri arasinda orta
pozisyonlarda yer aldigina dikkat edilmelidir. Ayn1 zamanda, fungal endo-inulinaz ve
bakteriyal endo-inulinaz da sirasiyla kendi kiimelerine baglanir. Bu sonuglar, fungal ve
bakteriyal ekzo- ve endo-inulinazlarin, iniilinin u¢ ve i¢ kisimda bulunan f-2,1-
fruktofuranozidik baglarina yonelik ilgili hidrolitik aktiviteleri bagimsiz olarak
gelistirdigini gostermektedir (Liu vd. 2013). Filogenetik agaca gore (Sekil 2.7), A. niger
ekzo-iniilinaz1 ve endo-inulinazi, A. awamori, A. ficuum ve A. fumigatus tiirleriyle
yakindan iliskili olarak gdsterilmistir (Ohta vd. 1998; Uhm vd. 1998). Sekil 2.7'ye gore,
evrim sirasinda, maya hiicrelerinin endo-inulinaz kodlayan geni kaybettigini
gostermektedir. Bu, endo-inulinazin ile iniilinden iiretilen inulooligosakkaritin, maya
gelisimi i¢in karbon ve enerji kaynagi olarak kullanilamamas: ile ilgili olabilir. Sekil
2.6'daki sonuglar ayrica, evrim sirasinda, maya hiicrelerinin, yiiksek molekiillii
fruktanlarin baglanmasindan sorumlu SVEVF motifini kaybettigini gostermektedir.
Maya inulinazlarinin, diger herhangi bir inulinazdan daha yiiksek aktiviteye sahip
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oldugu bildirilmistir. Bu nedenle, SVEVF motifi olmayan ekzoinulinaz, iniiline kars1
daha yiiksek aktiviteye sahip olabilir. Bununla birlikte, mayalarin neden SVEVF
motifini kaybettigi ve motifin inulin hidrolizi {izerindeki etkisinin ne oldugu tamamen
bilinmemektedir. Bu nedenle, inulinazlarin kataliz mekanizmalar1 ve bunlarin evrimi
izerine pek ¢ok calisma yapilmasi beklenmektedir (Liu vd. 2013).

100 [Aspergillus niger DQ233222

Aspergillus ficuum ADM21204
100

0 Aspergillus awamori CAC44220 <)
Aspergillus fumigatus XP 748291 g§
86 Cryptococcus aureus ACC61059 E
=
100 | Pichia guilliermondii ABW70125.2 E’
84 100 Kiuyweromyces marxianus CAA40488 S

Geobacillus stearothermophilus BAC45010

99 Paenibacillus polymyxa AALB2575
75 El— Pseudomonas mucidolens AAF44125
Talaromyces stipitatus XP 002485684 =
WE Penicillium purporogenum BAA12320 §
100 Aspergiflus niger ABB59681 E
100 [ Aspergillus ficuum CAA07345 E
Arthrobacter sp. CAB63119 N
Cichorium inlybus AJ242538 Bitki ekzo-iniilinaz1

—
0.1

Sekil 2.7. Mikrobiyal inulinazlar arasinda filogenetik aga¢ iliskisi. Yakin baglantili
filogenetik agag, ortaya c¢ikarilan amino asit dizilerine dayanarak ¢izilmistir. I¢
diigiimlerdeki sayilar, 1000 kopyalamaya dayanan Onyiikleme giliven degerlerini (%)
temsil eder. Olgek ¢ubugu, bolge basmna 0.1 amino asit ikamesine karsilik gelir.
Parantez i¢indeki sayilar referans dizilerine yonelik erigim sayilaridir (Liu vd. 2013)

2.7. Iniilinaz Enziminin Uygulama Alanlar1

Iniilinaz enzimi, gidadan ila¢ endiistrisine kadar bircok alanda yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Asagida iniilinaz enziminin c¢esitli uygulamalar ile ilgili kisaca
bilgiler verilmistir.

2.7.1.Yiiksek fruktozlu surup iiretimi

Arastirmalarin odak noktasi, g¢esitli substratlar iizerinde enzimatik yaklagimlar
kullanilarak sentetikten dogal tatlandiricilara kaymistir. Fruktoz, sukrozdan 1.2-1.8 kat
daha tathdir. Yagsizdir ve karyojenik ve aterosklerotik degildir, diyabetik kisiler
tarafindan tolere edilir ve ¢ocuklarda demir emilimini artirir (Singh 2011). Fruktozun
sukroz tizerindeki teknik {istlinliikleri, diinya capinda fruktoz talebini artirmistir.
Geleneksel olarak, yiiksek fruktoz surubu, enzimatik bir islemle nisastadan iiretilir.
Proses, a-amilaz, glukoamilaz ve glukoz izomeraz olmak iizere {i¢ enzimin
kullanilmasimmi ve sadece %45'e kadar fruktoz verimini igerir. Bu multi-enzimatik
geleneksel yontem, diisiik {irlin verimi saglayan pahali ve karmasik bir prosediirdiir.
Iniilinden fruktoz elde etmek icin basit ve oldukca verimli bir proses kullanilabilir. Tek
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adimli reaksiyonda inulinaz kullanilarak iniilinin fruktoza doniismesi ile %95'e kadar
fruktoz verimi elde edilir. Literatiirde, kesikli ve siirekli sistemlerde immobilize veya
serbest iniilinaz ile iniilin ve inililin agisindan zengin bitki materyallerinden fruktozun
tiretimi tizerine ¢ok sayida rapor mevcuttur (Ricca vd. 2007; Singh 2011). Coziiniir
iniilinaz, yerelmasi yumrularindan fruktoz iretimi i¢in kullanilmis ve sekerlerin
yaklasik %901 olmak {izere %77 fruktoz ve %23 glukoz verimi veren hidroliz ile
yumrulardan ekstrakte edilmistir (Byun ve Nahm 1978). A. niger TISTR 3570 ve
Candida guilliermondii TISTR iniilinazlar1 ile kesikli sistemde iniilinden yeterince
fruktozun iretildigini gostermistir (Sirisansaneeyakul vd. 2007). K. marxianus YS-1
tarafindan tretilen ve kismen saflagtirilmis iniilinaz, kesikli bir sistemde saf iniilin ve
ham Asparagus racemosus iniilininden fruktoz iiretimi i¢in basariyla kullanilmis (Singh
vd. 2007b) ve Duolite A568 tizerine kismen saflastirilmis iniilinazin immobilizasyonu,
kesikli ve siirekli sistemlerde fruktozun hazirlanmasina yonelik yliksek c¢alisma
kararlilig1 gostermistir (Singh vd. 2007¢c, 2008). Kitosan boncuklari iizerine immobilize
edilen A. niger'den elde edilen ham ekzo-iniilinaz, siirekli dolgulu yatak kolonunda iyi
bir iiretkenlik gostermistir (Yewale vd. 2013). Amino-Cellulofine iizerine immobilize
edilen A. niger iniilinaz1 kullanilarak dolgulu yatak bir reaktorde fruktozun siirekli
tiretildigi bildirilmistir (Nakamura vd. 1995). Fruktozim kapli bir duvarli mini reaktor
ile siirekli sistemde iniilin'den %80 fruktoz verimi elde edilmistir (Marques Ribeiro ve
Fernandes 2013).

2.7.2. Fruktooligosakkarit iiretimi

Iniilin'den fruktooligosakkaritlerin (FOS) enzimatik iiretimi, endo-iniilinazlarin
onemli bir uygulamasidir. Iniilin ve iniilin agisindan zengin dogal materyallerden
fruktooligosakkarit tretimi i¢in ¢esitli mikrobiyal kaynaklardan elde edilen endo-
iniilinazlarin kullanildig: bildirilmistir (Singh ve Singh 2010). Cogunlukla, bakteriyel
endo-iniilinazlar, FOS'larin iretimi i¢in kullanilmistir. FOS'larin dretimi igin A,
ficuum'dan fungal endo-iniilinaz kullanimina dair tek bir rapor vardir (Zhengyu vd.
2005). Streptomyces rochei endo-iniilinazi, iniilinden iniilotrioz iretmek igin
kullanilmistir (Yokota vd. 1995). Pseudomonas sp. endo-iniilinazi, 2 ila 7 arasinda
degisen bir polimerizasyon derecesine sahip bir FOS karigimi olusturmustur (Kim vd.
1997b). Pseudomonas sp. ve Xanthomonas sp. endo-iniilinazi, kesikli bir sistemde
hindiba koklerinin suyundan ve saf iniilinden FOS'larin hazirlanmasinda basariyla
kullanilmistir (Park vd. 1998). Xanthomonas sp. ve Pseudomonas sp.'den elde edilen bir
ikili endo-iniilinaz sistemi kullanilarak saf iniilinden FOS'larin {iretilmesi ig¢in bir
girisimde bulunulmustur (Cho vd. 2001). A. ficuum'dan elde edilip kismen saflagtirilmis
endo-iniilinaz, kesikli bir sistemde FOS'larin sentezi igin kullanilmistir (Zhengyu vd.
2005).

2.7.3.Diger

Geleneksel olmayan, uygun maliyetli hammaddelerden biyoetanol iiretimi
arastirmacilarin dikkatini cekmektedir. Inulinaz kullanarak iniilin ve iniilin iceren bitki
materyalleri de biyoetanol iiretimi igin dikkat gekmistir (Chi vd. 2011). A. niger 817 ve
S. cerevisiae'nin bir karisimi, yerelmast yumrularindan eszamanli sakkarrifikasyon ve
etanol tiretimi i¢in kullanilmistir (Nakamura vd. 1996). Arthrobacter sp.'den elde edilen
endo-iniilinaz geni, yerelmas: yumrularindan etanol tretmek iizere Saccharomyces
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sp.’nin ¢ dizisine eklenmistir (Li vd. 2013). Pichia guilliermondii ve Penicillium
janthilellum'dan ekzo-iniilinaz kodlayan genler, Saccharomyces sp.'de ayr1 ayr ifade
edilmis ve her ikisi mikroorganizma yerelmasi yumrularindan dogrudan etanol iiretimi
icin kullanilmistir (Wang vd. 2011; Wang vd. 2014).

Inulinazlarin diger uygulamalari, tek hiicreli yag ve tek hiicreli proteinlerin
tiretimini igerir (Chi vd. 2011). Yerelmasi yumrulariin hidrolizatlarin, tek hiicreli yag
liretimi i¢in uygun substratlar olarak rapor edilmistir. Rhodotorula mucilaginosa
TJY15a, kesikli fermentasyon sirasinda saf iniilinin hidrolizatindan %48.8 (a/a) yag
biriktirmistir. Oysa ayn1 mikroorganizma kullanilarak yerelmast yumrularinin
hidrolizatindan kesikli ve beslemeli-kesikli fermentasyonlar ile sirasiyla %48.6 (a/a) ve
%352.2 (a/a) yag iretilmistir (Zhao vd. 2010). Deniz mayast C. aureus, yerelmasi
yumrularindan ekstrakte edilen iniilin hidrolizat1 iizerinde gelistirilerek tek hiicreli
proteinlerin {iretimi i¢in kullanilmistir (Gao vd. 2007a). K. marxianus'un inulinaz geni
INU1'i tasiyan Yarrowia lipolytica, tek hiicreli proteinler ve sitrik asidin giiglii bir
tireticisi olarak rapor edilmistir (Cui vd. 2011; Liu vd. 2010). A. niger iniilinaz1 da sitrik
asit {iretimi icin kullanilmistir (Drysdale ve McKay 1995). Iniilinaz enzimi ayrica 2,3-
biitandiol ve laktik asit iiretmek i¢in de kullanilmistir (Chi vd. 2011; Ji vd. 2009). Agave
tequilana'dan ekstrakte edilen meyve suyundan tekila {iretimi i¢in ticari bir inulinaz
preparati (Fructozyme L) kullanilmigtir (Waleckx vd. 2011).

2.8. Matematiksel Modelleme

Matematiksel bir model, incelenen sistemdeki ilgi degiskenleri arasindaki bir
iliskiler dizisidir (Sekil 2.8). Iliskiler dizisi, yani model, matematiksel denklemler,
grafikler, tablolar ya da neden-sonug iligkilerinin agiklanmamis bir kiimesi olabilir.
Uzerinde ¢alisilan sistem, bir biyoreaktdr, hiicre, mikrobiyal kiiltiir, immobilize hiicre,
enzim, 1s1 degistirici, santrifiij, HPLC kolonu vb. gibi birim operasyonlarindan herhangi
biri olabilir. ilgi alan1 degiskenleri, besleme hizi, sicaklik, pH, karistirma hiz1 ve modu,
inokulum kalitesi ve isletme maliyetleri olabilir. Matematiksel olsun veya olmasin, bir
model, sistemde veya gevresinde yapilan degisikliklere yanit olarak sistemin nasil
davranacagini agiklar (Mavituna ve Sinclair 2008).

Matematiksel bir modelde, sicakligi arttirirsak, glukoz konsantrasyonunu
azaltirsak, inokulumdaki spor sayilarini azaltirsak, nitrattan amonyaga azot kaynagi
olarak gecis yaparsak, daha kiiciik bir biyoreaktor kullanirsak, daha yiiksek karistirma
hiz1 kullanirsak, daha diisiik bir havalandirma oranmi1 kullanirsak, genetigi degistirilmis
bir sus kullanirsak vb. ne olacak? gibi sistem hakkindaki sorulari yanitlamak igin
kullanabilecegimiz bir veya daha fazla denklemimiz olabilir. Diger 6rnek sorular,
ekonomik olarak basabas noktasi i¢in ¢alisma kosullarimin tanimlanmasini igerebilir
(Mavituna ve Sinclair 2008).

Sekil 2.9, model yapisinin dongiisel proseslerini, modelin simiilasyon, tahmin ve
kontrolde dogrulanmasi ve uygulamalar1 ile birlikte, yeni deneylerin, ekipman ve
proseslerin, hipotez tiiretimi ve hipotez testlerinin tasarimimi gematik olarak
gostermektedir (Mavituna ve Sinclair 2008).
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Sekil 2.8. Model, incelenen sistemdeki ilgi degiskenleri arasindaki iliskiler dizisidir
(Mavituna ve Sinclair 2008)

A

Enstriimentasyon, dl¢lim, bilgi teknolojisi, molekiiler biyoloji ve yliksek verimli
tekniklerdeki ilerlemeler ile biyoteknoloji ve biyoproses miihendisligi alanlarinda
niceliksel ve niteliksel veri ve bilgi artist olmustur. Bu bilgiyi anlamlandirmak igin,
aralarindaki iliskileri ve baglantilar1 bulmak gerekmektedir. Bu amagla ¢esitli yazilim
araclar1 mevcuttur. fliski kurduktan sonra, bir model elde edilebilir, ancak bu model
ham veya karmagsik olabilir. Deney, gozlem ve literatiir bilgileri, Sekil 2.9'da
gosterildigi gibi modelleme i¢in geleneksel baslangic noktalaridir. Bu baglanti dongiisel
bir yapiya sahip oldugundan, veri ve gozlemlerle bagslanamayabilir, bununla beraber bir
hipotez ile baslamayi, hipoteze dayanan basit bir model inga etmeyi, hipotez ve modele
dayali baz1 deneyler tasarlanabilir ve tahmin modelinin sonuglari, deneysel sonuglar ile
karsilastirilarak test edilebilir (Mavituna ve Sinclair 2008).

Kiiciik oOlcekli kesikli fermentasyondan elde edilen sonuglar1 kullanarak
modellemeye  baslanabilir.  Bir  bilesigin  veya  hiicrenin  zamana  Karsi
konsantrasyonundaki degisimleri ¢izildiginde bile modelleme yapilmaktadir. Bazi
genetigi degistirilmis suslar da dahil olmak iizere bir mikroorganizmanin farkli suslari
varsa, bunlarin spesifik gelisim hizi veya bir proteinin spesifik liretim orani gibi basit
modellere dayanan kantitatif tanimlar kullanarak bu suslarin goéreceli performanslari
karsilagtirabilir. Boyle bir niceliksel karsilastirma, hangi susun secilmesine veya susun
istenen Ozelliklerini iyilestirmek i¢in hangi genetik modifikasyonlarin uygulanmasina
yardimci olabilir.Model bazli tanimlar veya terimler kullanarak, farkli kokenden bilim
adamlar1 ve miihendislerle iletisim kurulabilir ve tartigilabilir. Bu nedenle model,
bilimsel bir iletisim dilidir (Mavituna ve Sinclair 2008).

Belirli bir ortamda hiicrelerin bir flaskta veya biyoreaktorde ne kadar hizli
gelisecegini tahmin edebilecek bir model varsa, ne kadar inokulumun kullanilacagini ve
fermentasyona ne zaman baslanilacagini bilerek denemeler planlanabilir. Bir model
varsa, neyin Olgiilecegi veya izlenilecegi bilinir. Bazen bir model, diisiiniilmeyen veya
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g6z ard1 edilen faktorlerin 6nemini de vurgular. Bu nedenle, sistemin bazi 6zelliklerini,
diger sistem bilesenlerinin veya ortamin bir fonksiyonu olarak anlamak ve tanimlamak
icin modeller kullanilmalidir. Bu yeni bilgi olusumuna yol agar.

Biyolojik, -
fizikokimyasal Literatiir Veri tabanlar:
ve teknolojik — Denemeler
sabitler T // y w—
Veri b —
A — Varsayumlar
MODEL'in Yapisi:
Sistem degigkenleri ve
parametreler arasindaki
iligkileri tammlayan
denklemler dizisi
y
: . | Sistem
Simulasyon [ " | parametrelerinin
hesaplanmasi
\ v
lc\iflodel slon:llglarmm Model
e gelistirme ve
karsilastirilmasi &
dogrulama
Sistemin gelistirilmis
modeli
Bilgisayar ortaminda Dizayn:
Denemeler
denemeler:
Simiilasyon ve tahmin
A4 A4
Hipotez Hipotezi test
iiretme etme Dizayn:
* ? # Ekipman ve
Sorular Cevaplar proses
\,I YeniBilgi  |<

Sekil 2.9. Model yapiminin dongiisel prosesleri, dogrulama ve uygulamalar1 (Mavituna

ve Sinclair 2008)
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Modelleri tahmin modunda kullanabilir ve denemeler, ekipman ve biyoprosesler
tasarlanabilir. Ornegin, belirli bir siire boyunca gerekli miktarda aminoasit iiretmek igin,
belirli bir susu ve bir kiiltiir aktivitesinin bir modelini kullanarak, biyoreaktordeki
fermentasyon ortaminin hacmini, besiyerinin karigtirllmasii ve havalandirilmasini,
inokulum seviyesini, karbon ve enerji kaynagmin baslangi¢ konsantrasyonlarini ve
nitrojen kaynagmi se¢mek gerekebilir. Modellerin bu uygulamalari modellemenin
onemini hakli ¢ikarmaktadir (Mavituna ve Sinclair 2008).

Modelleri kullanabilmek i¢in Sekil 2.9'un dongiisel proseslerini kullanarak
model olusturulmalidir. Mevcut hesaplamali  yazilimin, baslangig¢ seviyesinin
modellemeye egri uydurma yaklasimlarini kullanmalarini tegvik ettiginden bahsetmek
gerekir. Bu, modellemenin bir pargasi olsa da, bir polinom denklemi kullanarak basitce
egri uydurma yerine, biyolojik, kimyasal ve fiziksel anlami denklemlerle
iliskilendirmeye calisilmalidir. Ayrica, model parametre degerlerinin tahmin edilmesi,
modellemeye dogru bir yaklasimda, modellemenin 6nemli bir parcasi olacak olmasina
ragmen, bir model, bagimsiz bir dizi denemeden elde edilen sonuglar1 tahmin etme
kabiliyeti ile test edilmelidir. Diger bir deyisle, model parametre degerlerinin tahmin
edildigi denemelerden farkli bir set ile hesaplanmalidir. Deneysel hatalarin model
dogrulama ve tahmininde dikkate alinmasi gerektigi de belirtilmelidir. Bazen,
modellemeden yiiksek derecede deneysel hataya sahip olan verilerin ¢ikarilmasi gerekir.
Bu nedenle denemeleri, Orneklemeyi ve analizleri c¢ogaltmak Onemlidir.
Unutulmamalidir ki, gercek diinyada, yazilimin ¢6ziim olarak negatif bir deger vermesi
durumunda, negatif konsantrasyonlar mevcut degildir. Hatirlanmas1 gereken bir diger
Oonemli nokta, sistemin kisitlamalaridir. Kisitlamalar, Sistem degiskenleri ve
parametrelerinin alabilecegi degerlerin teknik, biyolojik, kimyasal ve fiziksel {ist ve alt
limitleri anlamina gelir (Mavituna ve Sinclair 2008).

2.9. Matematiksel Modellemenin Faydalari
Matematiksel modellemenin faydalar1 sunlardir (Tiirker 2005):

i. Modelleme prosesin anlagilmasini kolaylastirir: bir prosesin  matematiksel
modelini olustururken prosesteki karmasik neden-sonug iligkileri ayrintili olarak goz
online almmir. Matematiksel modelin 6ngordiigli ile prosesin ger¢ek davranisinin
karsilagtirilmasi prosesin daha iyi anlasilmasina yardimci olur. Simiilasyon sonuglari
bazen uygulamada Kkarsilagilan fakat agiklanamayan olaylarin  sebeplerinin
aciklanmasina yardime1 olur.

ii. Model, deney tasarimina yardimet olur: modelin dogru olarak test edilebilecegi
deneylerin tasarlanmasi 6nemlidir. Model parametrelerinin bilinmesi i¢in bazi 6zel
denklemler gerekecektir. Ayrica duyarlilik analizi bazi parametrelerin modelin davranisi
iizerine etkisinin thmal edilebilir oldugunu 6ngorebilir. Dolayisiyla bu etkiler modelden
ve deney programindan ¢ikarilabilir.

iii. Model, tasarim ve kontrol i¢in kullanilabilir: model kuruldugunda prosesin
performansin1 farklt kosullarda ongdrmesi gerekir. Ayrica matematiksel modeller
kontrol algoritmalarinin tasariminda kullanilabilir ve hatta kontrol algoritmalarinin bir
pargcasi olabilir.

Iv. Model, egitimde kullanilabilir: biyoprosesin ¢esitli yonleri basit modeller
kullanilarak simiile edilebilir. Herhangi bir etkenin biyoproses performansi iizerine
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etkisi bu modelleri kullanarak bilgisayarda gosterilebilir. Deneysel olarak bunu yapmak
pahali ve zordur.

V. Model, proses optimizasyonunda kullanilabilir: optimizasyon genellikle iki veya
daha fazla degiskenin etkisini géz Oniline almayi gerektirir. Optimizasyondan amag,
ornegin; reaktdrii maksimum hizda iirlinii iretmek iizere ¢alistirmak olabilir. Bununla

beraber, optimizasyon ile yiiksek proses maliyetleri azaltilarak prosesten kar elde
edilebilir.

Calisma kapsaminda, oncelikle 10 farkli karbon kaynaginin (seker pancar1 melasi,
keciboynuzu ekstrakti, maltrin, glukoz, peynir alti suyu tozu, fruktoz, ksiloz, laktoz,
sukroz ve iniilin) A. niger iniilinaz enziminin {iretimi lzerine etkisi incelenmis ve
belirlenen en iyi karbon kaynaginda besiyeri formiilasyonunun optimize edilmesi
hedeflenmistir. Bu amagla, PBD ve MKD istatistik yontemleri kullanilmistir. Her iki
istatistik yontemle optimize edilen besiyeri kompozisyonunda gerceklestirilen
fermentasyonlarin deneysel verileri kinetik modeller ile tahmin edilmis olup fungal
gelisim igin lojistic model, enzim veya protein {iretimi i¢in Luedeking-Piret (LP) model
ve substrat tiikketimi i¢cin Modifiye Luedeking-Piret (MLP) model kullanilmistir.
Sonrasinda, MKD ile optimize edilen besiyeri kompozisyonu kullanilarak kiiciik 6l¢ekli
(5-L) ve biiyiik olgekli (30-L) biyoreaktorlerde enzim iretimleri gergeklestirilmistir.
Kiiciik 6lgekli biyoreaktorde pH kontrolii ve havalandirmanin enzim iiretimi lizerine
etkisi incelenmistir. Diger yandan, iniilinaz enzimi sukroz {izerinde de aktivite
gostermekte (sukraz aktivitesi, Sase) ve sukrozu, glukoz ve fruktoza indirgemektedir.
Dolayisiyla optimum kosullarda elde edilen 6rneklerde ve enzim karakterizasyonunda
sukraz aktivitesi belirlenmis olup I/S oran1 hesaplanmistir. I/S  oraninin
belirlenmesindeki amag, iiretilen enzimin iniilinaz m1 yoksa sukraz mi1 olup olmadiginm
anlamaktir. Eger bu deger, 10?den biiyiik ise enzimin iniilinaz oldugu, eger 10™*ten
kiigiik ise enzimin sukraz oldugu anlasilmaktadir (Ettalibi ve Baratti 1987). Daha sonra
tiretilen enzim santrifiij-siire kombinasyonu ve UF prosesi ile kismi olarak
saflagtirilmistir. Uretilen enzimin baz1 6zellikleri (optimum sicaklik, inkiibasyon siiresi
ve pH degeri, aktivasyon enerjisi, frekans faktorii, D-degeri, Z-degeri, Qio-degeri,
inaktivasyon enerjisi, enatlpi, entropi ve serbest enerji), termostabilitesi, Kinetik
parametreleri (Vmax Ve Km) ve substrat spesifikligi, aktivite lizerine metal iyonlariimn
etkisi ve molekiil agirlig1 belirlenmistir. Bununla beraber, hem PBD hem de MKD ile
belirlenen en iyi besiyeri kompozisyonunda gergeklestirilen fermentasyonlarin (lase
aktivitesi, Sase aktivitesi, I/S orani, Slase ve SSase ve seker tiketimi) 11 farkl
matematiksel model (Modifiye lojistik, Modifiye Gompertz, Modifiye Richards,
Stannard, Asimetrik, Baranyi, Huang, Weibull, Morgan-Mercer-flodin, Fitzhugh ve
Cone modelleri) ile modellenmesi amaglanmis ve A. niger iniilinaz enziminin tretimi
icin en iyi matematiksel model(ler) belirlenmistir. Ayrica substrat spesifikligi ile ilgili
deneysel verilerin de on farkli matematiksel model (Stannard, Weibull, Asimetrik,
Morgan-Mercer-Flodin, Eksponansiyel, von Bertalanffy, Brody&Monomolecular,
Mitscherlich, Fitzhugh ve Cone modelleri) ile tahmin edilmesi hedeflenmis olup elde
edilen verilerden Vmax ve Km degerleri hesaplanmistir. Tiim bu asamalarin ayrintilar1 ve
izlenecek yol, Materyal ve Metot kisminda detayli olarak verilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Yapilan bu calismada farkli karbon kaynaklarindan (glukoz, fruktoz, ksiloz,
laktoz, sukroz, iniilin, melas, kec¢iboynuzu ekstrakti (KE), maltrin ve peynir alti suyu
tozu (PAST)) iniilinaz enziminin tretimi gergeklestirilmis olup en iyi karbon kaynagi
sonraki fermentasyon calismalarinda kullanilmak iizere belirlenmistir. Bu amagla,
calisma kapsaminda fermentasyonlarda saf karbon kaynagi olarak kullanilan
monosakkaritler (glukoz, ksiloz ve fruktoz) ve disakkaritler (sukroz ve laktoz)
Sigma’dan ve bir polisakkarit olan iniilin (hindiba kokiinden) Acros'tan satin alinmastr.
Kirilmig ve ¢ekirdegi ¢ikarilmis kegiboynuzu meyvesi (5-7 mm kalinliginda), Yenigiin
Gida Sanayi ve Ticaret A.S.’den temin edilmistir. Seker pancar1 melasi, Pakmaya'dan
temin edilmistir. Maltrin ve peynir alt1 suyu tozu ise sirasiyla PNS Pendik Nisasta
Sanayi A.S. ve lizi Siit A.S.'den satin alinmistir. Calismada kullanilan saf karbon
kaynaklar1 ve maltrin, kimyasal dolabinda agzi kapali bir sekilde oda sicakliginda
muhafaza edilmistir. Ke¢iboynuzu meyvesi, seker pancart melast ve peynir altt suyu
tozu, kullanilana kadar +4°C’de depolanmustir.

Calisma kapsaminda kullanilan kegiboynuzu, Turhan vd. (2010) tarafindan
Onerilen ekstraksiyon kosullarina gore (%25 kegiboynuzu meyvesi (a/h), 80°C
ekstraksiyon sicakligi, 120 dk ekstraksiyon siiresi ve her 15 dakikada bir karistirma)
ekstrakte edilmistir. Bu kosullarda gergeklestirilen ekstraksiyon sonucunda elde edilen
ekstraktin igerisindeki kati partikiiller, kaba filtre kagid1 vasitasiyla uzaklastirilmistir.
Elde edilen ekstrakt, iniilinaz iiretimi i¢in karbon kaynagi olarak kullanilmistir.

3.2. Mikroorganizma

Iniilinaz enziminin {iretiminde Aspergillus niger A42 (ATCC 204447)
kullanilmigtir. Bu mikroorganizma Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu’ndan (ATCC)
satin almmistir. Malt ekstrakt agar (Merck, 48 g/L), otoklavlanabilir cam siselerin
icerisine prosediire gore hazirlanmis olup agar kaynayan suda tam olarak ¢6ziilene
kadar 1siticihh manyetik karistiricida iyice karistirllmistir. Hazirlanan kati besiyeri,
121.1°C’de 10 dk steril edildikten sonra 50°C’ye kadar bekletilmis ve steril petri
kaplarina aseptik kosular altinda 15-20 mL dokiilmiistiir. Petrilerdeki besiyeri
soguduktan sonra +4°C’de stokta bekletilen A. niger hif-spor karigimindan aseptik
kosullar altinda bir 6ze dolusu alinarak "gizme plak yontemi” ile ekim islemi
gerceklestirilmis ve 4 giin boyunca 30°C’de gelisime birakilmistir. inkiibasyondan sonra
taze gelismis kiiltiirler +4°C’de depolanmis ve canlilig1 ve iiretkenligi muhafaza etmek
amaciyla her 15 giinde bir yenilenmistir.

Uzun siireli muhafaza i¢in mikroorganizmadan stok kiiltiirler hazirlanmistir.
Bunun icin steril %20’lik gliserol c¢ozeltisi kullanilmistir. Yukaridaki prosediiriin
uygulanmasi ile gelisimi tamamlanmis olan petrilerdeki kiiltiirlerin tizerine %20’lik
gliserol ¢ozeltisinden aseptik kosullar altinda 10-15 mL aktarilmig ve yiizeydeki A.
niger hifleri-sporlar1 50 mL’lik falkon tiiplerine alinmigtir. Buradan da steril otomatik
pipet ve pipet uglar1 vasitast ile 1.8 mL hacme sahip olan steril cryo tiiplerin igerisine
1.5 mL transfer edilip -80°C’de depolanmistir (Izmirlioglu ve Demirci 2016).
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3.3. Mikroorganizmanin Siispansiyon Olarak Kullanim

Stok kiiltiirlerden, gergeklestirilen her fermentasyon 6ncesinde Boliim 3.2’deki
yonteme gore On kiiltir hazirlanmistir. Hazirlanan 6n kiiltiir {izerine, Onceden
hazirlanmis olan 100 mL’lik %0.001 steril Tween-80 ¢ozeltisinin 10 mL’si aseptik
kosullar altinda eklenerek petrinin yilizeyindeki A. niger sporlart alinmis ve tekrar
hazirlanan Tween-80 ¢ozeltisinin icerisine aktarilarak spor soliisyonu hazirlanmistir.
Elde edilen karisimdaki spor sayist Thoma lami kullanilarak mikroskopta belirlenmistir
(2.9x10” spor/mL). On kiiltiirden hazirlanan bu spor soliisyonu, fermentasyonu
baslatmak icin inokiiliim olarak kullanilmistir (Ongen-Baysal vd. 1994).

3.4. Calismanin Deneme Deseni

Aspergillus niger A42 (ATCC 204447) kullanilarak gergeklestirilen iniilinaz
enziminin tretimi, kismi olarak saflastirilmasi, tiretilen enzimin karakterizasyonu ve
modellemeler ile ilgili deneme deseni asagidaki gibidir:

¢ Enzim iiretiminde en iyi karbon kaynaginin tespiti

¢ Enzimin optimum ¢alisma kosullarinin belirlenmesi

¢ PBD ile enzimin iiretimi tizerine etkili olan optimal besiyeri igeriklerinin tespiti

¢ MKD ile besiyerinde kullanilan bilesenlerin konsantrasyonunun optimizasyonu

¢ Optimize edilen besiyeri kosullarindaki fermentasyonlarin kinetik modellemesi

e Kiigiik olgekli biyoreaktorde (5-L) enzim fretimi iizerine pH kontrolii ve
havalandirmanin etkisi

e Biiyiik 6l¢ekli biiyoreaktorde (30-L) enzim tiretimi

e Uretilen enzimin santrifiij-siire kombinasyonu ve UF prosesi ile kismi saflastirilmasi

¢ Enzimin substrat spesifikligi ve kinetik parametrelerinin (Vmaxve Km) belirlenmesi

¢ Enzim konsantrasyonunun aktivite iizerine etkisinin belirlenmesi

e Farkli reaktiflerin aktivite iizerine etkisinin belirlenmesi

e Enzimatik reaksiyonun aktivasyon enerjisi ve Arhenius sabitinin belirlenmesi

einiilinazin termostabilitesi ve baz1 6zelliklerinin (Kq, tiz, D-degeri, Z-degeri, Qo
degeri, entalpi (AH), entropi (AS) ve serbest enerji (AG)) belirlenmesi

¢ SDS-PAGE ile enzimin molekiiler agirligini belirleme

oeOptimize edilen besiyeri kosullarindaki fermentasyonlarin  matematiksel
modellemesi ve kinetik parametrelerin hesaplanmasi

¢ Enzimin substrat spesifikligi caligmasint modelleme

e Matematiksel modellerin karsilastirilmasi

3.5. Iniilinaz Enziminin Uretimi Uzerine Karbon Kaynagmn Etkisi

Yapilan bu ¢alismada Oncelikle farli karbon kaynaklarindan intilinaz tretimi
gerceklestirilmigtir. Bu amagla, saf ve alternatif karbon kaynaklar1 olmak {izere toplam
10 farkli karbon kaynagi kullanilmistir. Karbon kaynaklar1 farkli olan besiyerlerinde,
Ongen-Baysal vd. (1994)nin kullandigi Cizelge 3.1°deki bilesenler ve miktarlar:
kullanilmustir.
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Cizelge 3.1. Iniilinaz enziminin iiretimi iizerine karbon kaynaginin etkisini belirlemek
icin kullanilan besiyeri bilesimi

Bilesen Miktar (%, a/h)

Karbon kaynagi (glukoz, fruktoz, ksiloz, laktoz, sukroz, iniilin, o
; . . %1 (a/h), 1°Bx
seker pancar1 melasi, kegiboynuzu ekstrakti, maltrin ve peynir alti

suyu tozu) veya 10 g/L
NHsNO3 0.23
(NH4)2 HPO4 0.37
KH2PO4 0.1
MgSOg4 0.05
Maya ekstrakti 0.15

Cizelge 3.1°deki bilesime gore hazirlanan besiyerlerinin (100 mL) baslangi¢c pH
degeri, 4 N NaOH veya 4 N HCI ile 5.0'a ayarlandiktan sonra 121.1°C'de 15 dk steril
edilmistir. On kiiltiirden hazirlanan spor soliisyonu, inokiilasyon igin kullanilmis ve
hazirlanan ¢o6zeltiden besiyerine 2 mL (%2, h/h) inokiille edilmistir. Calkalamali
inkiibatorde =~ (CERTOMAT® IS,  Goettingen, = Almanya)  gergeklestirilen
fermentasyonlarda sicaklik 30°C’de, karigtirma hizi ise 200 dev/dk'da sabit tutulmustur
(Ongen-Baysal vd. 1994). Fermentasyonlar, seker tiiketimi ve enzim iiretimine gore
sonlandirilmastir.

3.5.1.En iyi karbon kaynaginin tespitinde kullanilan enzim analizi

Iniilinaz enziminin iiretimine yonelik en iyi karbon kaynagmin tespitinde
kullanilan iniilinaz enziminin aktivite degeri belirlenmistir. Bu amagla, enzim aktivite
degerinin belirlenmesinde 3,5-dinitrosalisilik asit (DNS) metodu kullanilmigtir (Miller
1959). Enzim analizini gerceklestirmek igin substrat olarak 100 mM Na-asetat
tamponunda (pH 4.5) %2’lik (a/h) iniilin veya sukroz ¢6zeltisi hazirlanmistir. 900 pL
substrat ¢ozeltisi, 100 mM Na-asetat tamponu (pH 4.5) ile seyreltilmis enzim
soliisyonunun 100 pL’si ile test tiipiinde karigtirilmistir. Su banyosunda 50°C’de 15 dk
inkiibasyondan (1. inkiibasyon) sonra 1500 pLL DNS c¢o6zeltisi test tiiplerine eklenmistir.
Bununla beraber kontrol 6rnegi ile kor (blank) hazirlanmistir. Kontrol 6rnegi, sirasiyla
test tlipiiniin igerisine 6nce 100 pL enzim soliisyonu, sonra 1500 pL. DNS c¢ozeltisi,
daha sonra da 900 pL substrat eklenerek hazirlanmistir. Kor ise test tiipliniin igerisine
100 pL deiyonize su, 900 pL substrat ve 1500 pL DNS ¢ozeltisi eklenerek
hazirlanmistir. Kontrol 6rnegi ile kor, 1. inkiibasyona dahil edilmemistir. Kontrol
orneginin hazirlanmasinin nedeni, enzim tarafindan salinmayan veya ornekten gelen
indirgen sekerlerin absorbansini 6lgmektir (Abskontror). Kontrol 6rnegi ile birlikte kor ve
enzimatik reaksiyonun gerceklestigi tiipler hemen 100°C’de 10 dk inkiibasyona (2.
inkiibasyon) birakilmigtir. 2. inkiibasyonun nedeni, enzimatik reaksiyonu durdurmak ve
enzim tarafindan salinan indirgen sekerlerin konsantrasyonuna bagli olarak renk
degisimini saglamaktir. Elde edilen 6rneklerin absorbans degerleri, kore karsi 540 nm
dalga boyunda spektrofotometrede (ThermoScientific Evolution, Sangay, Cin) dlglilmiis
ve renk degisimine bagl olarak hem kontrol 6rnegi i¢in (Abskontrol) hem de enzimatik
reaksiyonun gergeklestigi ornekler i¢in absorbans degerleri (AbSsmek) elde edilmistir.
Enzimatik reaksiyonun gerceklestigi test tiiplerinde hem oOrnekten gelen hem de
enzimatik reaksiyonun sonucunda olusan indirgen sekerler bulunmaktadir. Dolayisiyla,
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kontrol 6rneginin kullanilmasiyla Olgiilen absorbans degeri (Abskontrol) daha sonra
enzimatik reaksiyonun gerceklestirildigi test tiiplerinden elde edilen absorbans
degerinden (Abssmek) ¢ikartilmistir [Abssmek — AbSkontrol]. BOylece enzim tarafindan
saliman indirgen sekerlerin absorbans degeri hesaplanmistir. Bu deger [AbSsmek —
AbSkontrol],  fruktoz — standart kurvesinden yararlanilarak enzim  aktivitesinin
belirlenmesinde kullanilmistir.

Enzim analizinde kullanmak igin hazirlanan fruktoz standart kurvesi EK-1’de
verilmis olup olusturulan denklem asagidaki gibidir (Esitlik 3.1).

y = 3.8983 X [AbSsmex — AbSkontrol] — 0.0156 (3.1)

Burada,

y = fruktoz konsantrasyonu (umol/mL)

[AbSsmek — AbSkontrol] = kontrol 6rnegi ile enzimatik reaksiyonun gergeklestigi 6rnegin
540 nm dalga boyunda 6l¢iilen absorbans degerleri arasindaki fark.

Iniilinaz ve sukraz aktivitesinin U/mL cinsinden hesaplanmas1 Esitlik 3.2 ile
gergeklestirilmistir.

yXRvXDf

Enzim aktivitesi (U/mL) = .

(3.2)

Burada,
y = fruktoz konsantrasyonu (umol/mL)
_ Test tupiiniin toplam hacmi (mL)

V" Enzim soliisyonunun hacmi (mL)

Dt = diliisyon faktorii veya seyreltme katsayisi
t = reaksiyon siiresi (dk)

3.5.2. Kalint1 seker analizi

Fermentasyon sirasinda alinan Orneklerdeki kalinti seker konsantrasyonu
3,5-dinitrosalisilik asit (DNS) yontemine gore belirlenmistir (Miller 1959). DNS
metodu ile seker analizinde kullanilan DNS ¢6zeltisinin 1 litresi i¢in 10 g/L NaOH, 10
g/L 3,5-dinitrosalisilik asit ve 0.5 g/L sodyum siilfit kullanilmistir. Ayrica, renk
stabilizasyonu saglamak amaciyla 400 g/l Rachelle tuz ¢ozeltisi (potasyum sodyum
tartarat ¢ozeltisi) hazirlanmistir.

Kalint1 seker analizinde, 50 pL 6rnek tizerine 1950 pL saf su eklenmis ve 40 pL
12 M HCI eklenerek karistirildiktan sonra 100°C’lik kaynayan su banyosunda 10 dk
bekletilmis ve hidroliz edilmistir. Daha sonra hidrolizat iizerine 100 pL. 5 N KOH
eklenerek karistirildiktan sonra karisim igerisinden 640 uL sulu ¢ozelti otomatik pipet
aracilifiyla ¢ekilerek atilmistir. BOylece test tilipilinlin igerisindeki karisimin miktar
1500 pL olmus ve tizerine 1500 pL DNS ¢ozeltisi eklenmistir. Bu asamada 1500 pL saf
su iizerine 1500 pL. DNS eklenerek kor olarak kullanilmak iizere hazirlanmistir.
Soliisyon karistirildiktan sonra 100°C’lik su banyosunda 10 dk bekletilip {izerine renk
stabilizasyonunu saglamak amaciyla 500 pL %40’k potasyum sodyum tartarat
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coOzeltisi eklenerek sogutulmus ve 575 nm dalga boyunda okutularak fermentasyonda
kullanilan karbon kaynagina gore hazirlanan kurveler (EK-2a-d) ile kalint1 seker miktari
hesaplanmustir.

Karbon kaynagi olarak maltrin, glukoz, peynir alti suyu tozu, fruktoz ve
laktozun kullanildigi fermentasyon ortamlarindaki kalinti seker konsantrasyonunu tespit
etmek i¢in standart glukoz kurvesi (EK-2a), karbon kaynagi olarak sukroz, seker kamisi
melast ve keciboynuzu ekstraktinin kullanildigi besiyerlerindeki kalinti  seker
konsantrasyonunu belirlemek igin standart sukroz kurvesi (EK-2b), karbon kaynagi
olarak iniilinin kullanildig1 besiyerlerindeki kalint1 seker konsantrasyonunu belirlemek
igin standart iniilin kurvesi (EK-2c) ve karbon kaynagi olarak ksilozun kullanildig:
besiyerlerindeki kalint1 seker konsantrasyonunu belirlemek i¢in standart ksiloz kurvesi
(EK-2d) kullanilmstir.

3.6. Toplam Protein Analizi

Orneklerin spesifik iniilinaz ve sukraz aktivitelerini belirlemek icin toplam
protein analizi gergeklestirilmistir. Bu amagla ThermoScientific Coomassie (Bradford)
Protein Assay kit kullanilmistir. Bu kit, Coomassie (Bradford) Protein Assay Reagent
(950 mL) ve Bovine serum albiimin standart ampiillerinden (2 g/L, 10 ampiil)
olusmaktadir.

Ornekler ilk olarak 16873 g cevirme hizinda 5 dakika santrifiijlendikten sonra
analizde kullanilmistir. Toplam protein analizinde, 1500 puL. Coomassie (Bradford)
Protein Assay Reagent ile 30 puL standart, enzim soliisyonu 6rnegi veya deiyonize su
(kor) test tilipliniin icerisinde karistirllmis ve oda sicakliginda daha stabil ve
tekrarlanabilir sonuglar elde etmek i¢in 10 dk inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra
standart ve 6rnekler kore kars1 595 nm dalga boyunda spektrofotometrede okutulmustur
(Bradford 1976). Kor ile diizeltmesi yapilmis olan standart absorbans degerleri
kullanilarak toplam protein miktarinin hesaplanabilmesi i¢in standart kurve elde edilmis
ve orneklerin toplam protein miktar1 mg/mL cinsinden hesaplanmustir.

3.7. Enzimin optimum calisma kosullarinin belirlenmesi

En 1yi karbon kaynag: belirlendikten sonra, bu karbon kaynag: kullanilarak elde
edilen fermentasyon sivisi, sonraki caligmalarda kullanilmak {izere iiretilen iniilinaz
enziminin optimum ¢alisma kosullarini tespit etmek i¢in kullanilmistir. Bunun igin 100
mM Na-asetat tamponunun pH degerinin (4.4-5.3 pH araliginda), inkiibasyon
sicakliginin (30-80°C araliginda) ve inkiibasyon siiresinin aktivite lizerine etkisi (1-30
dk araliginda) sirasiyla incelenmistir.

3.7.1.Na-asetat tamponu pH degerinin enzim aktivitesi iizerine etkisi

%2’lik (a/h) iniilin ve sukroz ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda farkli pH’lara sahip
100mM Na-asetat tamponlart (4.4, 4.5, 4.6, 4.7, 4.8, 4.9, 5.0, 5.1, 5.2 ve 5.3)
kullanilmistir. Bu ¢ozeltiler, iniilinaz ve sukraz analizlerinde substrat olarak
kullanilmistir. Bununla beraber, tampon pH’min aktivite tizerine etkisinin
belirlenmesinde literatiirdeki metotlara goére 50°C inkiibasyon sicakligi, 100 pL 100 mM
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Na-asetat tamponu ile seyreltilmis enzim soliisyonu, 900 pL substrat (iniilin veya
sukroz) ve 15 dk inkiibasyon siiresi kullanilmis olup farkli pH tamponlarinda iniilinaz
ve sukraz aktivite degerleri elde edilmis ve optimum tampon pH degeri belirlenmistir.
Iniilinaz ve sukraz aktivitesinin belirlenmesi ile birlikte I/S oranmin da degisen tampon
pH degerleri ile nasil degistigi belirlenmistir. Iniilinaz enziminin bir¢ok mikrobik
preparati, inulinaz aktivitesine (I) eslik eden dikkate deger bir sukraz aktivitesine (S)
sahiptir. Bu nedenle, katalitik aktiviteleri I/S orani agisindan tanimlanmistir. Boylece,
enzimleri karakterize etmek igin I/S oram kullanilir: eger I/S oram1 10?den biiyiikse
enzim inulinaz, eger I/S oran1 10*ten kiigiikse enzim sukraz dogasindadir. inulinaz
veya sukrazin B-fruktosidaz olarak adlandirilmasi, iniilin ve sukroza yonelik enzimin
nisbi hidrolitik kapasitesine gore yapilir (Ettalibi ve Baratti 1987). Ayrica, kullanilan
ham enzim soliisyonunun toplam protein miktar1 da belirlenmis olup spesifik iniilinaz
ve sukraz aktivite degerleri de hesaplanmustir.

3.7.2.Inkiibasyon sicakh@min enzim aktivites iizerine etkisi

100mM Na-asetat tamponunda optimum ¢alisma pH’1 belirlendikten sonra farkli
inkiibasyon sicakliklarinin enzim aktivitesi iizerine etkisi incelenmis olup optimum
inkiibasyon sicakligi tespit edilmistir. Bu amagla 30, 40, 50, 60, 70 ve 80°C inkiibasyon
sicakliklarinda enzim analizleri yapilmis olup elde edilen sonuglar karsilastirilarak
optimum inkiibasyon sicakligi tespit edilmistir. Literatiirdeki metotlara gore, optimum
inkiibasyon sicakligimin belirlenmesinde, belirlenen optimum pH’nin yam sira
inkiibasyon siiresi 15 dk’da, Na-asetat tamponu ile seyreltilmis enzim soliisyonunun
hacmi 100 pL’de ve substrat (iniilin veya sukroz) miktar1 900 pL’de sabitlenmistir.
Farkli inkiibasyon sicakliklarinda iniilinaz ve sukraz aktivite degerleri elde edildikten
sonra optimum inkiibasyon sicakligi tespit edilmistir. Bununla beraber, inkiibasyon
sicakliginin degismesi ile birlikte I/S oraninin nasil degistigi ortaya konmustur. Diger
yandan, kullanilan ham enzim soliisyonunun toplam protein miktar1 belirlenerek farkli
inkiibasyon sicakliklarindaki spesifik iniilinaz ve sukraz aktivite degerleri de
hesaplanmustir.

3.7.3.Inkiibasyon siiresinin enzim aktivitesi iizerine etkisi

100 mM Na-asetat tamponunda optimum c¢alisma pH’min yani sira optimum
inkiibasyon sicakligi da belirlendikten sonra farkli inkiibasyon siirelerinin (1, 3, 5, 10,
15, 20, 25 ve 30 dk) enzim aktivitesi lizerine etkisi incelenmistir. Belirlenen optimum
sicaklikta farkli inkiibasyon siirelerinde bekletilen enzim-substrat karigiminin iniilinaz
ve sukraz analizleri yapilarak elde edilen sonuglarin karsilastirilmasi sonucunda
optimum inkiibasyon siiresi belirlenmistir. Bunun i¢in literatiirdeki metotlara gore
kullanilan enzim ve substrat soliisyonlarinin miktart sirasiyla 100 ve 900 pL’de
sabitlenmistir. Bununla birlikte, I/S oraninin farkli inkiibasyon siirelerinde nasil
degistigi anlasilmistir. Ayrica, analizde kullanilan ham enzim soliisyonunun toplam
protein igerigi tespit edilmis olup spesifik iniilinaz ve sukraz aktivite degerleri de
belirlenmistir. Bdoylece, enzim aktivitesini Onemli oOl¢iide etkileyen Na-asetat
tamponunun pH degeri, inkiibasyon sicaklig1 ve inkiibasyon siiresi optimize edilmistir.
Belirlenen bu yeni kosullara gore enzim analiz ydntemi tekrar tasarlanmis olup
caligmanin sonraki boliimlerinde yeni analiz yontemi (Boliim 3.18) kullanilmistir.
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3.8. Besiyeri Kompozisyonunun PBD ile Optimizasyonu

Iniilinaz enziminin iiretimine yonelik en iyi karbon kaynag belirlendikten sonra,
bu karbon kaynagi kullanilarak farkli besiyeri bilesenlerinin bir degerlendirmesini
yapmak ve besiyeri kompozisyonunu PBD ile optimize etmek amaciyla mineraller
(MgS04.7H20, (NH4)2HPO4, KH2PO4, NH4NO3, FexS04.7H.0, MnSO4.H20)ve azot
kaynaklarindan (maya ekstrakti, et 6ziitii ekstrakti, pepton, peynir alt1 suyu tozu ve misir
maserasyon si1visi) olusan 11 farkli besiyeri bileseni kullanilmistir (Cizelge 3.2). Segilen
besiyeri bilesenleri, Aspergillus tiirleri ile gerceklestirilen enzim fermentasyonlarinda
besiyeri bileseni olarak kullanilmis olup bazi yayinlarda da belirtilmistir (Cizelge 3.2).
Bu yayinlardaki degerler kullanilarak ¢alismada kullanilan bilesenlerin diisiik (-) ve
yiiksek seviyeleri (+) tespit edilmistir (Cizelge 3.2). Besiyeri bilesenlerinin diisiik ve
yiiksek seviyeleri kullanilarak PBD deneme deseni olusturulmustur (Cizelge 3.3).
Deneme deseninin olusturulmasinda ve sonuglarin istatistiksel analizinde Minitab
Istatistiksel Yazilimi (Version 13.3; Minitab Inc., State College, PA) kullanilmistir.
PBD, N deneme ile birlikte N-1 degisken saglayan fraksiyonel bir faktoriyel dizayndir.
Bu dizaynda, her bir faktor i¢in diisiik seviye (—) ve yiiksek seviye (+) olmak iizere iki
seviye kullanilmaktadir. Enzim aktivitesi lizerine her bir degiskenin etkisi, Egitlik
3.3’teki gibi hesaplanmaktadir.

_Xy(H) 2y()
N N

E (3.3)

Burada,

E = faktor etkisi

y (+) ve y (-) = belirli bir faktoriin yiiksek ve diisiik seviyelerindeki yanitlar
N = toplam deneme sayis1

Esitlik 3.3'te de gortildiigli gibi PBD, faktorler arasindaki interaksiyonlar1 goz
oniinde bulundurmaz, bunun yerine sadece enzim aktivitesini etkileyen 6nemli faktorleri
taramak i¢in kullanilmaktadir. Segilen karbon kaynagi ile birlikte Cizelge 3.3’teki
deneme desenine gore 250 mL’lik flasklarin igerisine hazirlanan besiyerlerinin (substrat
olarak 4°Bx 100 mL melas) baslangic pH degerleri 5.0’a ayarlandiktan sonra
121.1°C’de 15 dk steril edilip sogutulmustur. Inokiilasyondan énce baslangic drnegi
aseptik kosullar altinda alinmistir. Hazirlanan 6n kiiltiiriin spor soliisyonundan %2 (h/h)
oraninda inokiilasyon yapildiktan sonra fermentasyonlar 30°C’de ve 200 dev/dk'da
gerceklestirilmistir. Fermentasyonlar, en az iki kez tekrar edilmis olup degerler arasinda
farklilik gozlemlenen fermentasyonlar yeniden yapilmistir. Her 24 saatte bir 6rnek
alinmigtir. Ornekler, analiz anma kadar +4°C’de saklanmistir. Fermentasyon boyunca
alinan orneklerde iniilinaz aktivitesi (lase, U/mL) ve kalint1 seker analizleri yapilmistir.
Bununla beraber, en yiiksek iniilinaz aktivite degerlerine sahip Orneklerde sukraz
aktivitesi (Sase, U/mL) analizi gerceklestirilmistir. Bu analizde, substrat olarak iniilin
yerine sukroz kullanmilmistir. Ancak sadece lase, dizaynin istatistiksel analizine yonelik
yanit olarak kullanilmigtir.
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Cizelge 3.2. PBD’de diisiik ve yiiksek seviyelerdeki degiskenlerin konsantrasyonlari

Degiskenler (%) Kod Diisiik seviye (-) Yiiksek seviye (+) Kaynak
(NH4):HPO, A 0.1 0.6 (Ongen-Baysal vd. 1994)
MgS0..7H20 B 0.01 0.1 (Ongen-Baysal vd. 1994)
KH2PO4 C 0.01 0.2 (Ongen-Baysal vd. 1994)
NH4NO; D 0.1 0.5 (Ongen-Baysal vd. 1994)
Fe2S04.7H,0 E 0.01 0.1 (Michael T. Madigan 2014)
MnSQO4.H20 F 0.01 0.1 (Michael T. Madigan 2014)
Maya ekstrakti G 0.1 1 (Ongen-Baysal vd. 1994)

Et 6ziitli ekstrakti H 0.1 1 (Dinarvand vd. 2012)
Pepton J 0.1 1 (Dinarvand vd. 2012)
Peynir alt1 suyu tozu K 0.1 1 (Bhargavi ve Prakasham 2016; Hensing vd. 1994; Rech ve Ayub 2007)
Misir maserasyon s1visi L 0.5 15 (Viswanathan ve Kulkarni 1995b)

1%
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Cizelge 3.3. PBD deneme deseni

Besiyeri A B C D E F G H J K L

1 0.6 (+) 0.01 (-) 0.2 (+) 0.1(-) 0.01 (-) 0.01 (-) 1.0 (+) 1.0 (+) 1.0 (+) 01(-) 1.5 (+)
2 0.1(-) 0.1(+) 0.2 (+) 0.5(+) 0.01(-) 0.1(+) 1.0(+) 01(-) 1.0(+) 01(-) 0.5(-)
3 0.1(-) 0.1(+) 0.01 (-) 0.1(-) 0.01 (-) 0.1(+) 1.0 (+) 1.0 (+) 01(-) 1.0 (+) 1.5 (+)
4 0.6 (+) 0.01 (-) 0.2(+) 0.5 (+) 0.01 (-) 0.1(+) 0.1(-) 0.1(-) 0.1(-) 1.0 (+) 1.5(+)
5 0.6 (+) 0.01 (-) 0.01 (-) 01(-) 0.1(+) 0.1(+) 1.0 (+) 0.1(-) 1.0 (+) 1.0 (+) 0.5(-)
6 0.1(-) 0.1(+) 0.2 (+) 0.1(-) 0.1(+) 0.01 (-) 0.1(-) 0.1(-) 1.0 (+) 1.0 (+) 1.5(+)
7 0.6 (+) 0.1(+) 0.01 (-) 0.5 (+) 0.01 (-) 0.01 (-) 0.1(-) 1.0 (+) 1.0 (+) 1.0 (+) 0.5(-)
8 0.6 (+) 0.1(+) 0.2 (+) 0.1(-) 0.1(+) 0.1(+) 0.1(-) 1.0 (+) 01(-) 0.1(-) 0.5(-)
9 0.1(-) 0.01 (-) 0.2(+) 05(+) 0.1(+) 0.01 (-) 1.0 (+) 1.0 (+) 01(-) 1.0 (+) 0.5(-)
10 0.1(-) 0.01 (-) 0.01 (-) 0.5 (+) 0.1(+) 0.1(+) 0.1(-) 1.0(+) 1.0(+) 0.1(-) 1.5(+)
11 0.6 (+) 0.1(+) 0.01 (-) 0.5 (+) 0.1(+) 0.01 (-) 1.0 (+) 0.1(-) 01(-) 01(-) 1.5 (+)
12 0.1(-) 0.01 (-) 0.01 (-) 0.1(-) 0.01 (-) 0.01 (-) 0.1(-) 0.1(-) 0.1(-) 0.1(-) 0.5(-)

A-L: Cizelge 3.2'deki kodlar
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Varyans analizinden (ANOVA) sonra, istatistiksel olarak onemli (P<0.05)
pozitif ve negatif etkiye sahip olan bilesenler belirlenmistir. Bu bilesenlerden 3 farkl
besiyeri kompozisyonu (Besiyeri A, Besiyeri B ve Besiyeri C) olusturulmustur.
Besiyeri A, kontrol fermentasyonudur yani istatistiksel olarak 6nemli ne pozitif ne de
negatif etkiye sahip olan bilesenleri igermemis olup fermentasyon yalnizca segilen en
iyi karbon kaynaginda (4 °Bx melas) gerceklestirilmistir. Besiyeri B, istatistiksel olarak
onemli hem pozitif (yiiksek seviye, %1) hem de negatif (diisiik seviye, %0.1)
bilesenlerden olusmustur. Besiyeri C, istatistiksel olarak énemli sadece pozitif (yiiksek
seviye, %1) etkiye sahip olan bilesenlerden olusmustur. En iyi besiyeri
kompozisyonunun belirlenmesinde, iniilinaz aktivitesi (lase, U/mL), sukraz aktivitesi
(Sase, U/mL), I/S orani, protein miktar1 (mg/mL), spesifik iniilinaz aktivitesi (Slase,
U/mg), spesifik sukraz aktivitesi (SSase, U/mg), maksimum iretim hizi (Qiase,
U/mL/giin), maksimum tiiketim hiz1 (Qgeker, g/L/giin), seker kullanim orani1 (SUY, %) ve
besiyerinin son pH’1 gibi degerler baz alinmistir. Degerler arasindaki istatistiksel fark ve
optimum besiyeri kompozisyonu, Duncan Coklu Karsilastirma Testine gore
belirlenmistir. Daha sonra, en 1iyi besiyeri kompozisyonunda gergeklestirilen
fermentasyon denemesinin deneysel verileri 11 farkli matematiksel model ile fit

edildikten sonra fermentasyon i¢in en iyi matematiksel model(ler) belirlenmistir (Boliim
3.23).

3.9. Besiyeri Kompozisyonunun MKD ile Optimizasyonu

PBD ile belirlenen ve iniilinaz aktivitesini 6nemli Ol¢iide etkileyen besiyeri
bilesenleri, Design-Expert® (Version 7.0.0, Stat-Ease, Minneapolis, MN, USA\) istatistik
programi araciligiyla Cevap Yiizey Metodolojisinin (RSM) MKD’si kullanilarak
optimize edilmistir. Her faktor, 5 farkli seviyede incelenmis olup faktor seviyeleri
PBD’den elde edilen sonuglara gore Boliim 4.4°te verilmistir. Besiyeri bilesenlerinin
MKD tarafindan onerilen miktarlari baslangi¢ seker konsantrasyonu 4°Bx'e ayarlanan
melasa eklendikten sonra hazirlanan besiyerinin baslangi¢ pH degeri 4 N NaOH ve HCI
ile 5.0’a ayarlanmis ve 121.1°C’de 15 dk steril edilmistir. Spor siispansiyonu hazirlanan
A. niger’in %2’si fermentasyon ortamina aseptik kosullar altinda inokiile edildikten
sonra, calkalamali inkiibatorde (CERTOMAT® IS, Goettingen, Almanya) ve 250
mL’lik flasklarda 100 mL besiyeri ortaminda gerceklestirilen fermentasyonlarin
sicakligi 30°C’ye ve karistirma hiz1 200 dev/dk'ye ayarlanmistir.

MKD, nétr noktalarin (a) kullanilmasiyla gelistirilen merkez noktali faktoriyel
bir tasarimdir. Tasarim alaninin ortasindan belirli bir faktoriyel noktaya olan uzaklik her
faktor i¢in +1 birim ise, tasarim alaninin merkezinden notr noktasina olan mesafe
mutlaka |a| > 1 olmalidir. & degeri istenen tasarimin spesifik 6zelliklerine baghdir. Bu
calismada kullanilan modelin dogrulanmasi gergeklestirilmis olup MKD araciligiyla
belirlenen optimum besiyeri kompozisyonunun dogrulanmasi i¢in fermentasyonlar en
az iki kez tekrar edilmistir. Fermentasyon sonuglari, modelin 6ngordiigii degerleri ile
karsilastirilmis ve optimum besiyeri kompozisyonu bdylece tespit edilmistir
(1zmirlioglu ve Demirci 2016). Optimum besiyeri kompozisyonunun belirlenmesinde
iniilinaz aktivitesi baz alinmistir. Belirlenen optimum kosullarda gergeklestirilen
fermentasyondan alinan &rneklerde iniilinaz aktivitesinin (U/mL) yani sira sukraz
aktivitesi (U/mL), I/S orani, protein miktar1 (mg/mL), spesifik iniilinaz aktivitesi (Slase,
U/mg), spesifik sukraz aktivitesi (SSase, U/mg), maksimum iiretim hizi1 (Qp,
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U/mL/giin), maksimum tiiketim hiz1 (Qs, g/L/giin), seker kullanim orani (SUY, %),
fermentasyonun sonundaki biyokiitle miktar1 (X, g/L) ve besiyerinin son pH’1 gibi
degerler belirlenmistir. Daha sonra, MKD ile belirlenen optimum besiyeri
kompozisyonunda gerceklestirilen fermentasyon denemesinin deneysel verileri 11 farkl
matematiksel model ile tahmin edildikten sonra fermentasyon igin en iyi matematiksel
model(ler) belirlenmistir (Boliim 3.23).

3.10. Kiigiik Olgekli (5-L) Biyoreaktorde Iniilinaz Uretimi

MKD ile optimize edilen besiyeri formiilasyonlarinda pH kontrolli ve
kontrolstiz fermentasyonlar gerceklestirilmistir. pH Kkontrollii fermentasyon, 5-L
hacmi olan bir kap ile donatilmis (3-L calisma hacmi) Sartorius Bioastad B Plus
Biyoreaktorde (Goettingen, Almanya) gerceklestirilmistir. Fermentasyon;, 4 °Bx
baslangi¢ seker konsantrasyonu, 30°C sicaklik, 200 dev/dk karistirma hizi, havasiz (0
vvm) veya havalandirmali (1 vvm) ortam, pH 5.0 ve %2 (h/h) inokiilasyon orani
kosullarinda gergeklestirilmis olup ortamin pH’1t 4 N NaOH ve HCI ile kontrol
edilmistir. pH kontrolsiiz fermentasyon, 5-L hacmi olan bir kap ile donatilmig (3-L
calisma hacmi) Sartorius Bioastad B Plus Biyoreaktorde (Goettingen, Almanya)
gerceklestirilmistir. Fermentasyon ortaminin baslangi¢ seker konsantrasyonu 4 °Bx'e
ayarlanip besiyeri bilesenleri eklendikten ve besiyerinin baslangic pH’1 4 N HCI ile
5.0’a ayarlandiktan sonra fermentasyon; 30°C sicaklik, 200 dev/dk karigtirma hizi,
havalandirmasiz (0 vvm) veya havalandiramli (1 vvm) ortam ve %2 (h/h) inokiilasyon
orant kosullarinda gergeklestirilmistir. pH Kkontrolsiiz fermentasyonlarda Ornegin
alindig1 zaman pH degeri not edilmistir. Havalandirma yapilan fermentasyonlarin
karistirma hizi 200 dev/dk'de baslatilmis ve fermentasyon ilerledikge karigtirma hizi 600
dev/dk'ye kadar kademeli olarak artirilmustir. Inokiilasyon oncesi ve sonras1 drnekler
alindiktan sonra her giin fermentasyonun baslatildigi zamanda Ornekler alinmis ve
orneklerde toplam indirgen seker analizinin yani sira lase aktivitesi, Sase aktivitesi ve
protein miktar1 analizleri yapilarak I/S orani, spesifik lase ve Sase aktivite degerleri de
hesaplanmuistir.

3.11. Biiyiik Olcekli Biyoreaktorde (30-L) Iniilinaz Uretimi

Biiyiik 6lcekli (30-L) karistirmali tank biyoreaktérde (Sartorius Bioastad C Plus
Biyoreaktor, Goettingen, Almanya), pH kontrollii (5.0) ve havalandirmali (0.3-0.5 vvm)
ortamda iniilinaz fermentasyonu gergeklestirilmistir. Besiyeri, baglangic seker igerigi
4°Bx'e ayarlandiktan sonra %4.20 maya ekstrakti ile zenginlestirilmistir. Fermentasyon
ortamu sterilil edildikten sonra besiyerinin baslangi¢c pH degeri 4 N NaOH ve 2 N HCI
ile 5.0'a ayarlanmis ve sicaklik 30°C'ye set edilmistir. Fermentasyon ortami, %0.001
steril Tween-80 ¢ozeltinde hazirlanan spor soliisyonu (600 mL, 2%, h/h) ile inokiile
edildikten sonra karigtirma hizi ve havalandirma 100 dev/dk ve 0.3 vvm'e ayarlanmustir.
Ciinkii asir1  kOpiirmenin  Onlenmesi  ve bdylece kiiflerin  yukar1 taginmasi
engellenmelidir. Fermentasyonun 1. giiniiniin sonunda havalandirma hiz1 0.5 vvm'e
sabitlenmistir. Bununla beraber, karistirma hizi da 100 dev/dk'den 200 dev/dk'ye
kademeli olarak artirilmistir. Inokiilasyon Oncesi ve sonrasinda ornekler alindiktan
sonra her gilin fermentasyonun baglatildig1 saatte ornekler alinmis olup kalinti seker
miktar, enzim aktivitesi ve protein miktart i¢in analiz edilene kadar +4°C'de
saklanmustir.
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3.12. Santrifiij-Siire Kombinasyonu ve UF Prosesi ile Kismi Saflastirma

Fermentasyon sonrasi elde edilen ham enzim soliisyonunu safsizliklardan
ayirmak, kismi olarak saflastirmak ve konsantre etmek amaciyla santrifiij-siire
kombinasyonu ve UF prosesi gergeklestirilmistir. Bunun i¢in, MKD ile optimize edilen
besiyerinde gergeklestirilen fermentasyon sivist kullanilmistir. Once santrifiij-siire
kombinasyonu kullanilarak aktivite tizerine etkisi incelendikten sonra belirlenen en iyi
santrifiij-siire kombinasyonunda supernatant santrifiijlendikten sonra UF prosesi
gerceklestirilmistir. Tiim santrifiij-siire kombinasyonu ve UF denemeleri en az iki kez
tekrar edilmistir.

3.12.1. Santrifiij-siire kombinasyonu

Santrifiij prosesinin aktivite {lizerine etkisini tespit etmek amaciyla 3 farkli
¢evirme hiz1 (1377 g (4000 rpm) 6973 g (9000 rpm) ve 16873 g (14000 rpm)) ve 3
farkl siire (5, 10 ve 15 dk) kombinasyonlar1 denenmistir (Cizelge 3.4)

Cizelge 3.4. Santrifiij-siire kombinasyonuna ait deneme deseni

Deneme Cevirme hizi (g) Siire (dk)

Kontrol 0 0
1 13772 5
2 1377 10
3 1377 15
4 6973° 5
5 6973 10
6 6973 15
7 16873° 5
8 16873 10
9 16873 15

a: 4000 rpm, b: 9000 rpm ve c: 14000 rpm

Denemeler gerceklestirildikten sonra kati partikiillerden ayrilmig {istte kalan
berrak kisimda iniilinaz aktivitesi ve toplam protein analizleri gergeklestirilmistir. Elde
edilen verilerden yararlanarak Slase, verim artig1 ve saflagtirma katsayis1 degerleri
hesaplanmistir. ~ Saflastirma  katsayisint  belirlemedeki  amag,  santrifiij-siire
kombinasyonunun konsantrasyon amaciyla kullanilabilirligini belirlemektir.

3.12.2. Ultrafiltrasyon

Bolim 3.12.1'den elde edilen en iyi santrifiijj-siire kombinasyonu tespit
edildikten sonra, elde edilen enzim soliisyonunun UF prosesi ile kismi saflastirma
asamasina gecilmistir. Oncelikle fermentasyon sivisina belirlenen en iyi santrifiij-siire
kombinasyonu uygulanmistir. Daha sonra elde edilen berrak kisim, UF prosesinde
kullanilmistir. Kismui saflastirilmis ham enzim soliisyonu elde etmek igin laboratuvar
tipi Sartocon Slice 200 model (Sartorius Stedim Biotech, Goettingen, Almanya) cihaz
ile UF prosesleri gergeklestirilmistir. Bu amagla, fungal kaynakli iniilinaz enziminin
molekiil agirligi literatiirden 50 kDa'nin iizerinde oldugu bildirildiginden (Chi vd.
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2009), bu enzimin kismi olarak saflastirllmasinda en fazla 4 bar basinca kadar
dayanabilen 200 cm? yiizey alan1 olan 10 ve 30 kDa'likk ayirma smirlarma sahip
polietersiilfon UF kartuslar1  kullanilmistir. Belirlenen en iyi santrifiij-siire
kombinasyonu kullanilarak elde edilen enzim soliisyonu, UF prosesine dahil edilmeden
once UF kartuslar1 cihaza yerlestirildikten sonra 2000 mL deiyonize su gegirilerek UF
kartusun stok ¢ozeltisi (%20’lik etanol:su karigimi) uzaklastirilmigtir. Daha sonra UF
kartustan 100 mL enzim ¢ozeltisi gegirilerek membran sartlandirilmistir. Membranin
sartlanmasindan hemen sonra UF prosesine 500 mL enzim soliisyonu ile baslanmistir.
Bu proses, 50 mL retentat ve 450 mL permeat olacak sekilde devam etmistir. Su halde
UF prosesi, hacmen %10 retentat ve %90 permeat olacak sekilde ayarlanmistir. Retentat
ve permeattan alinan o6rneklerde intilinaz aktivitesi ve toplam protein miktar1 analizleri
yapilmis olup spesifik iniilinaz aktivitesi ve saflastirma Kkatsayisi degerleri
hesaplanmistir. Saflastirma katsayisinin hesaplanmasiyla birlikle prosesin etkinligi de
belirlenmistir. UF prosesi tamamlandiktan sonra Oncelikle sistemden 1000 mL
deiyonize su gegirilmistir. Daha sonra 50°C’ye 1sitilmis 1 N NaOH c¢ozeltisinin sistemde
1 saat boyunca sirkiilasyonu saglanmistir. 1 saatin sonunda bazik ¢6zelti permeat vanasi
acilarak sistemden uzaklastirilmistir. Ardindan bazik ¢ozeltiyi tamamen uzaklagtirmak
icin sistemden 1000 mL deiyonize su gegirilmistir. Daha sonra sistemden 500 mL
%20’lik etanol:su karigimi gecirilerek ultra filtre kartusun tamamen temizlenmesi
saglanmistir. Proses tamamlandiktan sonra temizlenen ultra filtre kartus %20°lik
etanol:su karigiminda +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.13. Enzimin Substrat Spesifikligi ve Kinetik Parametrelerinin Belirlenmesi

A. niger ile iretilen iniilinaz enziminin substrat spesifikliginin belirlenmesinde
substrat olarak iniilin ve sukroz kullanilmigtir. Bununla beraber, kinetik parametrelerin
ve substrat spesifikliginin belirlenmesinde iki farkli fermentasyondan elde edilen ham
enzim soliisyonu kullanilmigtir. Bunlarin ilki, Bolim 4.1'de c¢alkalamali flask
fermentasyon ile melastan elde edilen enzim soliisyonudur. Ikincisi ise, pH kontrolsiiz
ve havalandirmali biyoreaktordeki fermentasyon ile melastan elde edilen ham enzim
soliisyonudur. Optimum pH degerine sahip 100 mM Na-asetat tamponu ile iniilin ve
sukrozdan farkli konsantrasyonlarda ¢o6zeltiler hazirlanmig ve enzim aktivitesi
analizlerinde substrat olarak kullanilmistir. Elde edilen sonuglar araciligiyla substrat-
enzim aktivitesi grafigi GraphPad Prism 7 programi (Versiyon 7.03, GraphPad
Software, Inc.) kullanilarak elde edilmistir. Olusturulan grafikten enzimin substrat ilgisi
ve enzimin hizi hakkinda bilgi veren Michaelis-Menten sabiti (Km), maksimum enzim
aktivitesi (Vmax) ve belirleme katsayisi (R?) degerleri hesaplanmistir. Bununla beraber,
Km, Vmax Ve R? degerleri Lineweaver-Burk grafigi, Eadie-Hofstee grafigi ve Hanes-
Woolf grafigi araciligiyla da hesaplanmis ve GraphPad Prism 7 programi kullanilarak
elde edilen degerler ile karsilastirilmistir. Ardindan kullanilan enzim soliisyonunun
toplam protein miktar1 belirlenerek spesifik intilinaz ve sukraz aktivitesi degerleri
belirlenmistir. Bununla birlikte, enzimin substrat spesifikligine ait deneysel veriler 10
farkli matematiksel model ile tahmin edildikten sonra enzimin substrat spesifikligi ve
kinetik parametrelerinin belirlenmesi i¢in en iyi matematiksel model(ler) belirlenmistir
(Bolim 3.24).
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3.14. Enzim Miktarmin Aktivite Uzerine Etkisi

Enzim aktivitesi analizinde reaksiyon ortamia (%2 (a/h) iniilin veya sukroz
iceren ¢ozelti lizerine) eklenen ham enzim soliisyonu miktarinin aktivite lizerine etkisi
incelenmis olup bu amagla reaksiyon ortamina 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100,
120, 150, 180 ve 200 pL. ham enzim soliisyonu eklenerek iniilinaz ve sukraz analizleri
gerceklestirilmistir. Ayrica spesifik iniilinaz ve sukraz aktivitelerini de hesaplamak i¢in
kullanilan ham enzim sollisyonunun toplam protein miktart belirlenmistir. Bununla

beraber I/S oraninin degisen enzim konsantrasyonu ile nasil degistigi de agiklanmustir.
3.15. Farkh Reaktiflerin Aktivite Uzerine Etkisi

Aktivite degeri belirlenmis olan ham enzim soliisyonuna farkli reaktiflerin
eklenmesi ile aktivite degerlerindeki degisimin nasil oldugu incelenmistir. Bu amagcla
100 mM Na-asetat tamponunda (pH 4.8) 1 mM hazirlanan metal iyonlar1 (Li*, Sr?*, Na*,
K*, Ca?, Ba?", Ag", Fe¥*, zZn?*, Mn?*, AP¥*, Co?" ve Cu?) ile 50°C’de 30 dk
inkiibasyona birakildiktan sonra 30 dk boyunca buz igerisinde sogutulmustur. Ardindan
enzimin optimum c¢alisma kosullarinda enzim aktivitesi analizi yapilarak enzimin
aktivite kaybi veya artis1 belirlenmistir (Katrolia vd. 2012).

3.16. Ea, A, Qio-Degeri, Termal inaktivasyon ve Termodinamik Parametreler

Farkli sicakliklarda (T°C) iniilinaz ve sukraz (V) analizleri yapilmistir. Daha
sonra 1/T (K°)’ye kars1 Ln(V) degerlerinin grafigi ¢izilerek negatif egimli bir dogru elde
edilmistir. Dogrunun egimi -Ea/R’dir. R degeri sabit oldugu i¢in (8.314 j/molK veya
1.987 cal/molK) aktivasyon enerjisi kolaylikla hesaplanmistir. Bu dogru y =-ax + b
seklinde bir dogru oldugundan dolayr Frekans faktori (A) de "b" degerinden
hesaplanmigtir (Cemeroglu 2015). Diger yandan, lase ve Sase aktivitelerin termal
inaktivasyon ve termodinamik parameteleri de Boliim 3.17'deki formiiller araciligiyla
hesaplanmistir (Cemeroglu 2015; Pal ve Khanum 2011).

3.17. Termostabilite ve Termodinamik Parametreler

Yiiksek sicaklikta iniilinaz enziminin 1sil kararliligini belirlemek amaciyla,
enzim soliisyonu (2 mL) 30, 40, 50, 60, 70 ve 80°C sicakliklarda 6 saat boyunca su
banyosunda inkiibe edilmistir. Ilk 30 dk ve sonraki her saat, inkiibe edilen enzim
soliisyonundan 100 pL 6rnek alinarak kalan aktivite dl¢iilmiis ve boylece termostabilite
hesaplanmistir. Veriler, %100 etkinlik i¢in normalize edilmistir. En yiiksek enzim
aktivite degeri %100 olarak tanimlanmis ve her sicaklik nispeten %100°iin bir yiizdesi
olarak tanimlanmistir. Diger yandan, iniilinaz enziminin termodinamik parametreleri,
termostabilite analizinden elde edilen degerler ile asagidaki esitlikler kullanilarak
hesaplanmistir (Cemeroglu 2015; Pal ve Khanum 2011). Oncelikle, iniilinaz enziminin
termostabilitesi ile ilgili analizinden elde edilen veriler kullanilarak inaktivasyon hiz
sabiti (kg, sa) hesaplanmustir (Esitlik 3.4).

kg = (2'3;03) x log (%) (3.4)
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Inaktivasyon hiz sabiti degerleri kullanilarak iniilinazin yar1 émrii (ti2, sa)
Esitlik 3.5 ile hesaplanmistir.

n2

ti2 = a (3.5)

D-degeri (sa), desimal azalma siiresi veya bir enzimin sabit bir sicaklikta
%90’1inin inaktivasyonunu saglamak i¢in gereken siire olarak adlandirilir. Iniilinaz
enziminin D-degerleri, Esitlik 3.6 ile hesaplanmustir.

D — degeri = = (3.6)

d
Iniilinaz enziminin inaktivasyon enerjisi (Eia, kJ/mol), mutlak sicakligin tersine

(1/K) kars1 aktivite degerlerinin logaritmasi (InV) Arhenius grafigine konularak
hesaplanmistir (Esitlik 3.7 ve 3.8).

V = A x eFfa/(RT) (3.7)
.. Eiq
Egim = — (3.8)

Qio-degeri, bir enzimatik reaksiyonda sicakligin 10°C artmasi ile reaksiyon
hizinin ka¢ kat artacagini ifade eder. Bu deger, boyutsuz bir biiyiikliiktiir. Esitlik 3.9,
Q1o-degerinin hesaplanmasinda kullanilmistir.

Q10 — degeri = e (3.9)

Vmax,

Diger yandan, Z-degeri (°C) de hesaplanmistir (Esitlik 3.10). Z-degeri, bir
enzimin sabit bir sicakliktaki desimal azalma siiresinin (yani D-degerinin) 10 kat
azalmas1 icin bu sicakligin ka¢ derece artirilmast gerektigini ifade eder. Z-degeri,
sicaklik (°C) degerlerine karsi log D degerleri arasindaki grafigin egiminden
hesaplanmuistir.

Egim =— (3.10)

Iniilinaz enziminin termal denatiirasyonu sirasinda entalpi (4H, kl/mol, Esitlik
3.11), serbest enerji (4G, kJ/mol, Esitlik 3.12) ve entropideki (4S8, J/molK, Esitlik 3.13)
degisim, asagidaki esitliklerin yardimiyla belirlenmistir:

AH = Ey, — RT 3.11)
_ kgxh

AG = =R X T x In(E2h (3.12)

AS = AH;AG (3.13)
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Burada,

kg = inaktivasyon hiz sabiti (sa™)

t = siire (sa)

Ao = nisbi baslangi¢ enzim aktivitesi (%)

A = inaktivasyon sicakliklarindaki nisbi enzim aktivitesi (%)
Eia = inaktivasyon enerjisi (kJ/mol)

T = mutlak sicaklik (K)

R = {iniversal gaz sabiti (8.314 J/molK)

h = Planck sabiti (6.626x10°* Jxsan)

kp = Boltzman sabiti (1.38x1072 J/K)

3.18. Iniilinaz ve Sukraz Analizi

Orneklerde iniilinaz ve sukraz aktivite degerleri belirlenmistir. Bu amagla, enzim
aktivite degerlerinin  belirlenmesinde  3,5-dinitrosalisilik asit (DNS) metodu
kullanilmistir (Miller 1959). Enzim analizini gergeklestirmek igin substrat olarak 100
mM Na-asetat tamponunda (pH 4.8) %2’lik (a/h) iniilin ve sukroz c¢ozeltisi
hazirlanmistir. 900 pL substrat ¢ozeltisi, 100 mM Na-asetat tamponu (pH 4.8) ile
seyreltilmis (10-2000 kat) enzim soliisyonunun 100 pL’si ile test tiipiinde
karistirilmistir. Su banyosunda 60°C’de 10 dk inkiibasyondan (1. inkiibasyon) sonra
1500 pL DNS c¢ozeltisi test tiiplerine eklenmistir. Bununla beraber kontrol 6rnegi ile kor
hazirlanmigtir. Kontrol Ornegi, sirasiyla test tiipiiniin igerisine dnce 100 uL enzim
sollisyonu, sonra 1500 pL DNS ¢ozeltisi, daha sonra da 900 pL substrat (iniilin veya
sukroz ¢ozeltisi) eklenerek hazirlanmistir. Kor ise test tilipliniin igerisine 100 pL
deiyonize su, 900 pL substrat ve 1500 pL. DNS c¢ozeltisi eklenerek hazirlanmistir.
Kontrol o6rnegi ve kor, 1. inkiibasyona dahil edilmemistir. Kontrol O6rneginin
hazirlanmasinin nedeni, enzim tarafindan salinmayan veya Ornekten gelen indirgen
sekerlerin absorbans degerini Olgmektir (Abskontror). Kontrol 6rnegi ile birlikte kor
(blank) ve enzimatik reaksiyonun gerceklestigi tiipler hemen 100°C’de 10 dk
inkiibasyona (2. inkiibasyon) birakilmistir. 2. inkiibasyonun nedeni, enzimatik
reaksiyonu  durdurmak ve enzim tarafindan salman indirgen sekerlerin
konsantrasyonuna bagli olarak renk degisimini saglamaktir. Elde edilen d6rnekler, kore
kars1 540 nm dalga boyunda spektrofotmetrede (ThermoScientific Evolution, Sangay,
Cin) olgiilerek renk degisimine bagl olarak hem kontrol 6rnegi i¢in (Abskontro) hem de
enzimatik reaksiyonun gerceklestigi ornekler i¢in (Abssmek) absorbans degerleri elde
edilmistir. Enzimatik reaksiyonun gergeklestigi test tiiplerinde hem ornekten gelen hem
de enzimatik reaksiyonun sonucunda olusan indirgen sekerler bulunmaktadir.
Dolayisiyla, kontrol 6rneginin kullanilmasiyla 6lgiilen absorbans degeri (Abskontrol) daha
sonra enzimatik reaksiyonun gercgeklestirildigi test tiiplerinden elde edilen absorbans
degerinden (Abssmek) ¢ikartilmistir [Abssmek — AbSkontrol]. Boylece enzim tarafindan
saliman indirgen sekerlerin absorbans degeri hesaplanmistir. Bu deger [AbSsmek —
AbSkontrol],  fruktoz  standart kurvesinden yararlanilarak enzim  aktivitesinin
belirlenmesinde kullanilmistir. Enzim analizinde kullanmak i¢in hazirlanan fruktoz
standart kurvesi EK-1’de verilmis olup olusturulan denklem asagidaki gibidir (Esitlik
3.14).

y = 3.8983 X [AbSsrmer — AbSkontrol] — 0.0156 (3.14)
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Burada,

y = fruktoz konsantrasyonu (umol/mL)

[AbSsmek — AbSkontrol] = kontrol 6rnegi ile enzimatik reaksiyonun gerceklestigi 6rnegin
540 nm dalga boyunda 6l¢iilen absorbans degerleri arasindaki fark

Iniilinaz ve sukraz aktivitesinin U/mL cinsinden hesaplanmas1 Esitlik 3.15 ile
gergeklestirilmistir.

yXRvXDf

Enzim aktivitesi (U/mL) = :

(3.15)

Burada,
y = fruktoz konsantrasyonu (umol/mL)
_ Test tipuniin toplam hacmi (mL)

Y Enzim soliisyonunun hacmi (mL)

D¢= diliisyon faktorii veya seyreltme katsayisi
t = reaksiyon siiresi (dk)

3.19. SDS-PAGE ile Molekiiler Agirhik Analizi

Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE), OWL P8D8
cihazinda (ThermoScientific, IL, ABD) gradient jel (%5 poliakrilamit yiikleme jeli ve
%10 poliakrilamit ayirma jeli, 0.8 mm) hazirlanarak yapilmistir. Fermentasyon
sonrasinda elde edilen fermentasyon sivisi kaba filtreden gecirildikten sonra 16873 ¢
¢evirme hizinda 5 dk santrifiij edilmistir. Bununla beraber, elde edilen supernatantlar
daha sonra 10 kDa, 30 kDa ve 50 kDa Spin-X UF membranlar1 ile kismi olarak
saflastirilmistir. Santrifiijleme sonrast elde edilen supernatant ve UF prosesinden elde
edilen retentat ve permeatlar, toplam 50 pL olacak sekilde 3:1 oraninda 4X SDS jel
yiikkleme tamponu (200 mM Tris-Cl, pH 6.8, %8 SDS, %0.4 Bromfenol mavisi, %40
gliserol ve 100 mM DTT ile karistirilarak 70°C sicaklikta 10 dk bekletilmistir. Daha
sonra hazirlanan Orneklerin 25 pL'si, hazirlanan jellere yiiklenmistir. Elektroforez
islemi, jelin, 1X TGS tamponunda (0.025 M Tris bazi, 0.192 M glisin, %0.1 SDS, pH
8.3) 150 V akimda 1 saat yiiriitiilmesi ile tamamlanmistir. Sonrasinda jeller, IRDye®
Blue Protein Stain (Li-Cor, NE, ABD) ile 1 saat orbiatal galkalyici tizerinde boyanmus,
boyasi giderilene kadar metanol-asetik asit ¢ozeltisinde yikandiktan sonra Odyssey® FC
goriintliileme sistemi (Li-Cor, NE, ABD) ile goriintiilenmistir. Protein standard: olarak,
PageRuler Unstained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, MA, ABD)
kullanilmistir (Ers6z 2016).

3.20. Biyokiitle Analizi

Fermentasyon sonunda, toplam biyokiitle analizi gravimetrik yontemle
belirlenmistir. Bu amacla 65°C’de kurutulduktan sonra daras1 alinmis petri+filtre kagidi
kulanilmistir. Analiz kapsaminda fermentasyon sivisi, filtre kdgidindan siiziildiikten
sonra petri iizerinde etiivde 24 saat boyunca 65°C sicaklikta kurutulmustur. Desikatorde
sogutulduktan sonra sabit tartima gelene kadar her 24 saatte bir tartim almmistir
(Karahalil vd. 2017).
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3.21. pH Analizi

Fermentasyon tamamlandiktan sonra elde edilen fermentasyon sivilarinin
pH’lari, pH metre (Mettler-Toledo, FE20-ATC Kit FiveEasyTM Benchtop pH Metre,
Columbia, MD, USA), pH’1 4.01 ve 7.0 olan kalibrasyon sivilari ile kalibre edildikten
sonra Ol¢iilmiistiir (Cemeroglu 2010).

3.22. Kinetik Modelleme

Mikrobiyal gelisim, iiriin olusumu ve substrat tiiketim hizlari, biyolojik
reaksiyonlar otokatalitik oldugundan genellikle spesifik hizlar seklinde ifade edilir.
Spesifik hizlar, ¢esitli fermantasyon semalarmin ve biyokatalizorlerin etkinligini
karsilastirmak i¢in kullanilir (Shuler vd. 2017). Mikrobiyal {irlinler ii¢ ana kategoride
siiflandirilabilir (Sekil 3.1):

a b c
o
7
e x - 7
= //’ X /
/ P /P
/ /
/ Zz
Zaman Zaman Zaman

Sekil 3.1. Kesikli fermentasyonlardaki {iriin olusumunun kinetik sekilleri: (a) gelisimle
ilgili lirtin olusumu, (b) karisik gelisimle ilgili {iriin olusumu ve (c) gelisimden bagimsiz
tirlin olusumu (Shuler vd. 2017)

I. Gelisim ile ilgili Grlinler, mikrobiyal biiyiime ile es zamanli olarak retilir.
Spesifik iriin olusum hizi, spesifik gelisim hiziyla orantilidir. Yapisal bir enzimin
tiretimi, gelisimle ilgili iirtiniin bir 6rnegidir (Shuler vd. 2017).

ii. Gelisimden bagimsiz iiriin olusumu, gelisim hizt sifir oldugunda, duragan fazda
meydana gelir. Spesifik iiriin olusum hiz1 sabittir. Antibiyotikler (6rnegin penisilin) gibi
¢ogu ikincil metabolit, gelisimden bagimsiz tirtinlerdir (Shuler vd. 2017).

iii. Karigik gelisim ile ilgili tirin olusumu, yavas gelisim ve duragan fazlarda
meydana gelir. Bu durumda, spesifik iirlin olusum hiz1 Esitlik 3.19 ile verilir. Hiicre
kiiltirtinden laktik asit fermentasyonu, ksantan gam ve sekonder bazi metabolitler,
karigik gelisim ile ilgili iriinlerin 6rnekleridir (Shuler vd. 2017).

3.22.1. Hiicre gelisim kinetigi
Hiicre gelisim kinetigi, bir¢ok fermentasyon sisteminde lojistik denklem ile ifade
edilir; bu, log fazin baslangicindan duragan faza kadar hiicre gelisimini temsil eder

(yavaslama faz1 dahil) (Pearl ve Reed 1920). Lojistik denklem, asgidaki gibi yazilir
(Esitlik 3.16):
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dX X
= e (1= — ) X (3.16)

Xmax

Burada; Xmax, maksimum biyokiitle konsantrasyonudur (g/L). Esitlik 3.16’nin uygun
baslangi¢ kosullarinda (t = 0 da X = Xo) integrali alinirsa Esitlik 3.17 elde edilir.

X(t) = Xoetmet (3.17)
1-— Xo (1 — eﬂmaxt) .
Xmax
Veya Esitlik 3.17 yeniden diizenlendiginde Esitlik 3.18 elde edilir.
X Xmax — X 0)
— = )= Sy oYY e —— A1
In ( — x) Ut —In ( - (3.18)

X

Xmax, dogrudan deneysel verilerden kullanilabilir. ln( )'nin t’ye kars1 grafigi

max—X

cizildiginde, umax Ve Xo, sirasiyla grafigin egimi ve Yy-eksenini kesen noktadan
hesaplanabilir (Sekil 3.2a ve Sekil 3.3a).

3.22.2. Uriin olusum Kinetigi

Uriin olusumu igin Luedeking Piret (LP) modeli (Esitlik 3.19) en yaygmn
kullanilan yapisal olmayan kinetik modeldir (Luedeking ve Piret 1959). LP modelin,
MKD ile optimize edilen besiyeri kompozisyonunda gerceklestrilen fermentasyonun
deneysel tiretim verilerini tanimlamak i¢in kullanilmistir. Esitlik 3.19'da goriildiigi gibi,
tirlin olusum hiz1, dogrusal bir sekilde X ve dX/dt'ye baglidir.

dP dX
— =a—+BX (3.19)

Burada; a ve g, fermentasyon kosulu ile degisebilen {irlin olusum sabitleridir. Eger a # 0
and g = 0 ise lirlin olusumu gelisim ile ilgilidir. Eger a # 0 and f # 0 ise {irlin olusumu
karigik gelisim ile ilgilidir. Eger a = 0 and £ # 0 ise {iriin olusumu gelisim ile ilgili
degildir (Don ve Shoparwe 2010). f degeri (Esitlik 3.20), duragan fazdaki verilerden
kolaylikla hesaplanabilir. Duragan fazda X = Xmax Ve dX/dt = 0'dur.

_ (dp/dt)duragan

Xmax

(3.20)
Uriin (P), Esitlik 3.19'dan asagidaki gibi zamanin bir fonksiyonu olarak elde

edilir (Esitlik 3.21).
dP = adX + ,BfX(t)d(t) (3.21)
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Sekil 3.2. PBD icin Xo, umax (a) a (b, c ve d) ve vy (e) degerlerinin belirlenmesi

X(t) i¢in Esitlik 3.17 kullanilarak, Esitlik 3.21'in t = 0'da P = Po baslangig
kosulunda integrali alindiginda, zamanla {irlin konsantrasyonunun degisimi, asagidaki
denklemle belirlenebilir (Esitlik 3.22).

o Hmaxt
Fefotabol o L (1 - etimast) -1
+ ﬁXmax In (1 _ X (1— eﬂmaxf)> (3.22)
Hmax Xmax
Esitlik 3.22, ayrica asagidaki gibi yazilabilir (Esitlik 3.23).
P =Py, + aA(t) + BB(t) (3.23)
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Burada;

maxt
A = X, <1 el - 1)

—A(l —eHmaxt)
Xmax

Xo

B(t) = fmax 1y (1 -

Hmax

(1 — ekmast)).

Xmax

[P — Py — BB(t)]'nin A(t)'ye karsi grafigi ¢izildiginde, gelisime bagh iiriin
olusum sabiti (a), grafigin egiminden hesaplanabilir (Sekil 3.2b, ¢ ve d ve Sekil 3.3b, ¢
ve d).

3.22.3. Seker tiiketim Kinetigi

Substrat tiiketim orani, hiicre kiitlesi ve lirline substrat doniisiimiinii ve bakim
i¢cin substrat tiikketimini hesaba katan Modifiye Luedeking Piret (MLP) modeli (Esitlik
3.24) ile temsil edilir (Mohammad vd. 1995). MLP modeli, MKD ile optimize edilen
besiyeri kompozisyonuda gergeklestirilen fermentasyonun seker tiiketimi ile ilgili
deneysel verileri tanimlamak i¢in kullanilmistir.

ds 1 dX 1 dP

— = —+ — +mX 3.24
dt YO sdt YO sdt m (3.24)

Burada; m, hiicre bakimini desteklemek icin kullanilan substrati temsil eder.
Esitlik 3.19 Esitlik 3.24'e yazildigindaa, Esitlik 3.25 elde edilir.
ds 1 a |dX B
—— = —+
dt  [YO%s YO | dt

+m|X 3.25

Duragan fazda dX/dt = 0 ve X = Xma'tir. Dolaysiyla, Esitlik 3.25'%
yerlestirildiginde Esitlik 3.26 elde edilir.

ﬁ _(dS/dt)stationary
YOP/S Xmax

Substrat (S), Esitlik 3.25'ten asagidaki gibi zamanin bir fonksiyonu olarak elde
edilir (Esitlik 3.27).

a
—dS = l + —l dX + Z j X(6)d(t) (3.27)

YO s YOps
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Sekil 3.3. MKD igin Xo, umax (a) a (b, c ve d) ve y (e) degerlerinin belirlenmesi

Eger, Esitlik 3.17, Esitlik 3.27 igerisine eklenirse ve S = Sp i¢in t = 0 sinir
degerlerinde integrali alindiginda, Esitlik 3.28 elde edilir.

S=3S5 ! + ¢ X etmert 1
=35 YOE YOE 0 1— Xo (1 . eﬂmaxt)
S S max
X X
— 7 8% (1 - 2 (1 — ekmaxt) (3.28)
Hmax max
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[ LR ] = y'y1 bulmak i¢in Esitlik 3.28 asagidaki gibi yazilir (Esitlik

YOx/s  YOps
3.29).
S =S8, —YA(t) —ZB(t) (3.29)

[So — S — ZB(t)]'nin A(t)'ye kars1 grafigi ¢izildiginde, y, grafigin egiminden bulunur
(Sekil 3.2e ve Sekil 3.3e).

3.23. Fermentasyonlarin Modellenmesi ve Kinetik Parametrelerin Hesaplanmasi

Bu calismada, PBD ve MKD ile optimize edilen besiyeri kosullarinda
gerceklestirilen fermentasyon sonuglari matematiksel modeller ile modellenmistir. Bu
amagla, optimal besiyeri kosullar1 ile gerceklestirilen fermentasyonlarin iniilinaz
iretimi, sukraz tiretimi, I/S orani, spesifik iniilinaz aktivitesi, spesifik sukraz aktivitesi
ve protein miktarinin deneysel verilerini tahmin etmek icin 11 farkli matematiksel
model kullanilmistir (Cizelge 3.5). Optimal kosullarda gergeklestirilen en az iki
fermentasyonun deneysel sonuglarinin ortalama degerleri, kullanilan matematiksel
modellerin en uygununu belirlemek i¢in kullanilmigtir. Modellemelerde, Microsoft
Office Excel 2013 programi kullanilmstir.

Onemli not: Baranyi ve Huang modelleri (Cizelge 3.5), fermentasyonlarin enzim
aktivitesi ile ilgili deneysel verilerinin tahmininde kullanildiginda, aktivite degerleri
belirli bir degerin ilizerine ulastiginda, s6z konusu modeller, deneysel verileri tahmin
etmede basarisiz olmustur. Hesaplamalarda kullanilan Excel 2013 programi hata
vermistir. Bu sorunu ¢6zmek i¢in, deneysel degerler, verinin biiyiikliigiine bagli olarak
10'a veya 20'ye boliindiikten sonra model parametreleri hesaplanmistir. Daha sonra,
boliinmiis deneysel degerler, tahmin edildikten sonra tekrar 10 veya 20 ile ¢arpilmis ve
olmast gereken tahmin verileri elde edilmistir. Bu veriler kullanilarak, modeller
karsilastirilmis ve deneysel kinetik parametreler tahmin edilmistir. Boyle hatalarla
karsilasmamak i¢in Exel 2013 programi yerine MATLAB, MAPLESOFT ve OriginPro
gibi programlarin kullanilmasi 6nerilmektedir.

Burada (Cizelge 3.5),

At = "t"inci zamanda tahmin edilen degerler (g/L, U/mL veya U/mg)

Am = maksimum asimptot (g/L, U/mL veya U/mg)

Q = maksimum tiretim (Qiase, Qsase, U/mL/sa veya U/mL/giin), spesifik liretim (Qsiase,
Qssase, U/mg/sa veya U/mg/giin) ve tiikketim hizlari (Qyexer, g/L/sa veya g/L/giin),

Bt ve H: = gecis fonksiyonlari

A = inlilinaz aktivitesi, sukraz aktivitesi, spesifik iniilinaz aktivitesi, spesifik sukraz
aktivitesi ve seker tiiketimi egrilerinin gecikme siireleri (sa),

e = Euler sayisi, sabit (2.718)

t = 6rnegin alindig1 zaman (sa veya giin)

V (V1, V2, V3, Ve v4) = birimsiz sekil parametresi. Bu parametreler, en az hata degeri ve
1’e en yak belirleme katsayisini (R?) elde etmek amaciyla dogrusal olmayan en kiiciik
kareler regresyon prosediiriiyle hesaplanmistir.
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Cizelge 3.5. PBD ve MKD ile optimize edilen besiyeri kosullarinda gerceklestirilen fermentasyonlarin deneysel verilerini modellemek i¢in
kullanilan matematiksel modeller

29

Model ve parametre sayisi Model denklemi Kaynak
Q X e X (/1 - t) L
MGM (4) A, = A, X exp |—exp (Zwietering vd. 1990)
MLM (4) A, = A, X |1+ exp <4 xQx (/1 _ t) )] (Zwietering vd. 1990)
L)'l
1+ ) x (At L
MRM (5) A=A, X {1 +v; X exp(l+v,) Xexp (Q ( vl) ; ( ))} i (Zwietering vd. 1990)
_ —v2
Stannard (5) A=A, x |1+ exp( M (Stannard vd. 1985)
L v,
Weibull (4) Ay = Ay — Ay X exp|—(ky X t)51] (Weibull 1951)
MMF (4) A= Ap — Ay X [1+ (ky x )] (Morgan vd. 1975)
1
Asimetrik (4) A =Ap X |1 ——7F— (Dantigny vd. 2011)
1+ )
T
exp(@Q XBy) —1
A, =0QxB —ln[1+—
Baranyi (4 t 1t 3P U = 4o) Baranyi ve Roberts 1994
t
aranyi (4) B, =t+ 2 X In[exp(—Q x t) + exp(—h,) —exp(—Q X t — h,)] (Baranyi ve Roberts )
h, =0Q x4
Ar = Ay — Infexp(4o) + [exp(Am) — exp(Ag)] X exp(—Q X Hy)]
1 1+ —ax((t—2
Huang (4) Ho=t+ixin exp(—a X (t — 1)) (Huang 2013)
a 1+exp(axi)
Fitzhugh (4) Ap = Ay X [1 —exp(—k; X t)]"3 (Fitzhugh 1976)

Vg -1

Cone (4) Ay = Ay X [1 + ( (Cone vd. 1996)

k4><t>
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[ = tiiketimi ve {iretimi kaydirma degeri

ho = tiretimin ve tiiketimin baslangi¢ fizyolojik durumunu hesaplayan bir parametre
(9/L)

d = birimsiz bir dizayn parametresi

TL = At = An/2 oldugu nokta (sa veya giin)

k (K1, ko, k3, ve ks) = cevap degiskeninin potansiyel maksimum degerine yaklasma
oranini yoneten bir parametre

0 (01 ve d2) = allometrik sabit

a = gecikme faz1 gecis katsayisi. Huang (2003), a = 4 parametresinin Huang
modelindeki mikrobiyal gelisim, iiretim ve tiikketim egrilerini analiz etmek icin uygun
oldugunu 6nermistir.

Bununla birlikte, kalinti seker konsantrasyonunu tahmin etmek amaciyla
hesaplanan A: degerleri, hesaplanan Am degerinden ¢ikartilmistir [Am — A¢]. Diger
yandan, fermentasyonun biyolojik anlamli parametreleri de matematiksel modellerin
daha ileri dogrulanmasi ig¢in modeller ile tahmin edilen degerler kullanilarak
hesaplanmustir (Esitlik 3.30-3.43).

e Iniilinaz aktivitesi (lase, U/mL) = lasemax (3.30)
e Sukraz aktivitesi (Sase, U/mL) = Sasemax (3.31)
¢ S/I oran1 = Sasemax/lasemax (3.32)
e Spesifik iniilinaz aktivitesi (Slase, U/mg) = Slasemax (3.33)
e Spesifik sukraz aktivitesi (SSase, U/mg) = SSasemax (3.34)
e SSase/Slase orani = SSasemax/Slasemax (3.35)
e Proteiniase (Mg/mL) = lasemax/Slasemax (3.36)
e Proteinsase (Mg/mL) = Sasemax/SSasemax (3.37)

e Maksimum lase tiretim hiz1 (Qiase, U/mL/sa veya U/mL/giin) = (diase/dt)max (3.38)
e Maksimum Sase tiretim hiz1 (Qsase, U/mL/sa veya U/mL/giin) = (dsase/dt)max ~ (3.39)
e Maksimum Slase iiretim hiz1 (Qsiase, U/mg/sa veya U/mL/giin) = (dsiase/d)max  (3.40)
e Maksimum SSase tiretim hizi (Qssase, U/Mg/sa veya U/mg/giin) = (dssase/dt)max (3.41)
e Maksimum seker tiiketim hiz1 (Qgeter, g/L/Sa veya g/L/giin) = (—yeker/dt)max (3.42)
e Seker kullanim orani (SUY, %) = [(Sekermax — Sekermin)/Sekermax] <100 (3.43)

Burada; Sekermaxve Sekermin sirasiyla maksimum ve minimum seker konsantrasyonlarini
ifade eder.

3.24. Substrat Spesifikliginin Modellenmesi ve Vmax Ve Kn'nin Hesaplanmasi

Bu c¢alismada, optimum enzim analizi kosullar1 altinda enzimin substrat
spesifikligine ait deneysel veriler matematiksel modeller ile modellenmistir. Bu amagla,
substrat olarak kullanilan iniilinin farkli konsantrasyonlarindaki iniilinaz aktivitesi ve
substrat olarak kullanilan sukrozun farkli konsantrasyonlarmdaki sukraz aktivitesi
degerlerinin deneysel verilerini tahmin etmek i¢in 10 farkli matematiksel model
kullanilmigtir (Cizelge 3.6). En az iki analizin deneysel sonug¢larinin ortalama degerleri,
matematiksel modelleri uydurmak i¢in kullanilmustir.
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Cizelge 3.6. Optimum enzim analizi kosullar1 altinda enzimin substrat spesifikliine ait deneysel verileri modellemek i¢in kullanilan

matematiksel modeller

Model ve parametre sayisi

Model denklemi

Kaynak

Stannard (5)

AS=AO+[Am—AO]x[1+exp(— -
1

B+QX [5])]

(Stannard vd. 1985)

Weibull (4) As = Ay — [Ap — A,] X exp[—(ky X [S]*1] (Weibull 1951)
MMF (4) Ap = Ay — [A — Ao] X [1 4 (ky x [SD%] (Morgan vd. 1975)
1
Asimetrik (4) Ag =A,+ [A, — Al X |1 — PG (Dantigny vd. 2011)
1+(>)
[S]L

Exponansiyel (3)

AS = Am — [Am — Ao] X exp[_k3 X [S]]

(Henderson vd. 2006)

von Bertalanffy (3)

As = Ay X (1 = exp[=k4([S] = [S]0)D

(Henderson vd. 2006)

Brody & Monomolecular (3)

Ag= A, x[1— (1 - :—0) x exp(—ks X [S])]

m

(Koya ve Goshu 2013)

Mitscherlich (2)

Ag = Ay, X [1 — exp(—kg X €) X exp(—kg X [S])]

(Koya ve Goshu, 2013)

Fitzhugh (4)

AS = Ao + (Am — Ao) X [1 — exp(_k7 X [S])]Vz

(Fitzhugh 1976)

Cone (4)

AS:Ao'i'[Am_Ao]><

o) |

(Cone vd. 1996)
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Burada (Cizelge 3.6),

As = "S"inci substrat konsantrasyonunda tahmin edilen degerler (U/mL veya U/mg)

Ao = diisiik asimptot (U/mL veya U/mg)

Anm = yiiksek asimptot (U/mL veya U/mg)

Q = maksimum Uretim (Qlase ve QSase, U/mL/[S]) ve Spesifik uretim (QSIase ve QSSase,
U/mg/[S]) hizlar

e = Euler sayis1 (2.718)

[S] = substrat konsantrasyonu (g/L)

Vv (V1, V2 Ve V3) = birimsiz bir sekil parametresi. Bu parametreler, en az hata degeri ve 1’¢
en yakin R? degerini elde etmek amaciyla dogrusal olmayan en kiigiik kareler regresyon
prosediiriiyle hesaplanmustir.

p = aktiviteyi kaydirma degeri

d = birimsiz bir dizayn parametresi

[S]L = As = Am/2 oldugu nokta (g/L)

[S]o = denklem ile aktivitenin baslangi¢c miktarini elde etmek igin kullanilir.

k (ki, k2, k3, ka, ks, ke, k7 veks) = cevap degiskeninin potansiyel maksimum degerine
yaklagma oranini yoneten bir parametre

Modellemelerde, Microsoft Office Excel 2013 programi kullanilmistir. Bununla
beraber, modellerden tahmin edilen sonuglar kullanilarak Lineweaver-Burk, Eadie-
Hofstee ve Hanes-Woolf hiz esitlikleri ve GraphPad Prism 7 programi araciligiyla Vimax,
Km ve R? degerleri hesaplanmustir.

3.25. Matematiksel Modellerin Karsilastirilmasi

Bu ¢alisgmada kullanilan matematiksel modellerin karsilastirilmasinda ve en iyi
model(ler)in secilmesinde ortalama karesel hata (RMSE), ortalama mutlak hata (MAE),
ortalama standart sapma (MSD), R?, egim (m), Akaike bilgi olgiitii (AIC), 6n yargi
faktorii (BF) ve kesinlik faktorii (AF) degerleri kullanilmistir.

RMSE, proseslerin performansini degerlendirmek igin standart bir istatistiksel
metrik olarak kullanilmis olup Esitlik 3.44 ile hesaplanmistir (Chai ve Draxler 2014).
MAE de model degerlendirmelerinde yaygin olarak kullanilan bir dl¢iit olup Esitlik
3.45 ile hesaplanmistir (Chai ve Draxler 2014).

n
RMSE = [Z(xt - yt)zl/n, t=1,2, e cee e vre e ey T (3.44)
t=1
1 n
MAE = ;let = ¥el, t=1,2, e cieereea, M (3.45)
t=1

Matematiksel modeller kullanilarak tahmin edilen veriler elde edildikten sonra,
tahmin edilen degerlerin deneysel verilere kars1 grafigi cizilmis ve R? ve m degerleri,
cizilen dogru denklemine gore belirlenmistir. Bunun yani sira, MSD degerleri de
Microsoft Office Excel 2013 programi yardimiyla hesaplanmistir. Ayrica, AIC
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degerleri, bu ¢alismada kullanilan matematiksel modeller arasinda se¢im yapmaya
yardimet1 olan bir 6lgiittiir. Bu dl¢iit kullanilarak, en iyi model, en diisik AIC degerine
sahip olan modeldir. Bu olgiit, modelin noktalarina uymanin yakimligin1 ve model
tarafindan kullanilan parametrelerin sayisin1 hesaba katar. AIC, Esitlik 3.46 kullanilarak
hesaplanmistir (Akaike 1974; Henderson vd. 2006).

2X(N+1)x(N+2)
(n—N-2)

RSS
AIC=n><ln(T)+2><(N+1)+ (3.46)

Ilaveten, BF degeri, deneysel ve tahmin edilen degerler arasindaki ortalama fark
icin bir tahmin degeri olup Esitlik 3.47 kullanilarak hesaplanmistir. Herhangi bir yapisal
sapma yoksa ve BF degeri 1’¢ esit ise tamdir (Cayré vd. 2003; Ross 1996).

2?_11053(9%/3’:)

BF =10 no, A U () (3.47)

AF degeri, deneysel ve tahmin edilen degerler arasindaki ortalama mutlak fark
icin bir tahmin degeri olup Esitlik 3.48 kullanilarak hesaplanmistir. Daha biiyiik deger,
daha az kesin tahmin demektir (Cayré vd. 2003; Ross 1996).

log(y¢/x¢)
2?=1| t/rt |

AF =10 no, t=1,2, i, (3.48)

Burada,

n = gozlem sayisi,

N = model parametrelerinin sayist,

RSS = artik kareler toplami1

Xt Ve Yyt = sirastyla "t" inci zamandaki deneysel ve tahmin edilen verilerdir.

3.26. istatistiksel Analizler

Enzim tretiminde kullanilan deneme deseni ve istatistiksel analizinde Minitab
Istatistiksel Yazilimi (Version 13.3; Minitab Inc., State College, PA) ile Design-Expert®
(Version 7.0.0, Stat-Ease, Minneapolis, MN) istatistik programi kullanilmigtir. Program
tarafindan olusturulan modelin deneysel verileri hangi 6l¢iide karsiladigi ise varyans
analizi (ANOVA) ile belirlenmistir. Bu yontemle her bir faktoriin cevap iizerindeki
istatistiksel onemi %95 giivenlik seviyesinde tespit edilmistir. Diger yandan, Minitab ve
Design-Expert® istatistik programlarinin kullamilmadigi durumlarda veriler SAS
istatistik programi1 (SAS Institute, Cary, NC, USA) kullanilarak degerlendirilmistir.
Duncan Coklu Karsilagtirma Testi, %95 6nem seviyesinde kullanilmistir (P=0.05). Tiim
parametrelerin degerleri, en az iki tekerriiriin ortalamas1 olarak verilmis olup tablolarda
ortalamatstandart sapma (ayni ¢alisma ise) ve ortalamatstandart hata (gruplarin
ortalamalar1 karsilastirilirken) olarak ifade edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Yapilan bu tez c¢alismasinda iniilinaz enzimin iiretiminde kullanilan karbon
kaynagimin segimi gerceklestirilmistir. Uretilen enzimin optimum ¢alisma kosullari
belirlenmis ve enzim analiz yontemi yeniden dizayn edilmistir. Aspergillus niger A42
(ATCC 204447) ile iniilinaz enziminin tretiminde kullanilan besiyeri kompozisyonu,
PBD ve MKD ile optimize edilmistir. Diger yandan, optimal besiyeri
formiilasyonlarinda gerceklestirilen fermentasyonlarin kinetik modellemesi yapilmuistir.
Bununla beraber, kiiciik 6l¢ekli biyoreaktorde (5-L) pH kontrolii ve havalandirmanin
etkisi incelenmis olup biiyiik oOl¢ekli biyoreaktorde (30-L) ise pH kontrollii ve
havalandirmali ortamda enzim iiretimi gergeklestirilmistir. Sonrasinda {iretilen enzim,
santrifiij-slire kombinasyonu ve UF prosesi ile kismi olarak saflastirilmis ve enzimin
baz1 Ozellikleri karakterize edilmistir. Son olarak yapilan bu calismada optimum
besiyeri kompozisyonlarinda (PBD ve MKD) gergeklestirilen fermentasyonlar ve
enzimin substrat (iniilin ve sukroz) spesifikligi ile ilgili deneysel veriler, matematiksel
modeller kullanilarak modellenmistir.

4.1. Karbon Kaynaginin Se¢imi

On farkli karbon kaynagi, maksimum lase aktivitesi (U/mL), maksimum fiiretim
hiz1 (Qiase, U/mL/sa), maksimum tiiketim hizi (Qgeker, 9/L/Sa) Ve seker kullanim oranini
(SUY, %) veren karbon kaynagimi belirlemek igin taranmistir. Iki tekerriirlii olarak
calkalamali inkiibatorde gergeklestirilen fermentasyonlar, baslangic pH degeri 5.0 olan
besiyerlerine %2 (h/h) inokiilasyon orani ile asilama yapilarak baslatilmis ve 30°C’de
200 dev/dk’de devam ettirilmistir. Fermentasyonun durumuna gore bazi
fermentasyonlar 5. giinde, baz1 fermentasyonlar da 10. giinde sonlandirilmistir. Farkli
karbon kaynaklar1 ile gerceklestirilen fermentasyonlara ait kinetik degerler Cizelge
4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Farkli karbon kaynaklari ile gergeklestirilen iniilinaz fermentasyonlarina ait
kinetik degerler

Karbon kaynag ve Kinetik degerler

f:;;“e“tasy"“ SUTESL Jase (U/ML)  Quase (U/ML/sa) Qgeker (g/L/sa)  SUY (%)
Glukoz (240 sa) 10.40%+0.31  0.15°+0.01 0.139+0.00  92.22%+(0.27
Fruktoz (120 sa) 3.09%1.97 0.13°+0.08 0.149%+0.00  92.87%°+0.23
Ksiloz (120 sa) 0.44%+£0.09 0.02°+0.00 0.29°+0.01  87.92°+0.20
Sukroz (240 sa) 21.87°£0.00  0.18°+0.01 0.25°£0.02  94.90%°+0.53
Iniilin (240 sa) 22.37%£3.04  0.25°+0.03 0.23°£0.05  97.93%+0.00
Laktoz (120 sa) 0.28%+0.25  0.22°+0.09 0.09°£0.04  44.93%t1.49
Maltrin (120 sa) 11.90%+1.11  0.41°+0.09 0.43%+0.03  51.38°+6.04
PAST (120 sa) 11.37%+0.10  0.40°:0.04 0.10°:0.00  95.75%+6.02
KE (240 sa) 68.07°+12.73  1.57°+0.21 0.24°£0.00  95.43%+0.36
Melas* (240 sa) 383.73%+6.16  6.73%+0.53 0.37%+0.05  98.99°+0.04

Ayni situnda farkli harfleri tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (P<0.05). *: Seker
pancarindan elde edilmistir. PAST: Peynir alt1 suyu tozu, KE: Kegiboynuzu ekstrakti
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Elde edilen sonuglara gore en diisiik enzim aktivitesi (lase, 0.44 U/mL) ve Qjase
(0.02 U/mL/sa) degerleri ksiloz kullanildiginda elde edilirken (P>0.05) en diisiik Qgexer
(0.09 g/L/sa) ve SUY (%44.93) degerleri de laktoz kullanildiginda elde edilmistir
(P>0.05). Bununla beraber, en yiiksek lase (383.76 U/mL), Qiase (6.73 U/mL/sa) ve
SUY (%98.99) degerleri, melastan elde edilirken (P<0.05) maksimum Qjgeker degeri (0.43
g/L/sa) de maltrinden tespit edilmistir. Ancak melasin fermentasyonundan hesaplanan
Qgeker degeri (0.37 g/L/sa) ile maltrinin fermentasyonundan hesaplanan Qqeker degeri
arasinda istatistiksel olarak onemli bir farklilik bulunmamistir (P>0.05). Bununla
beraber, melas ve maltrinden hesaplanan Qyeker degerleri ile diger karbon
kaynaklarindan elde edilen Qjgeter degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik s6z konusudur (P<0.05). Ayrica, glukoz, fruktoz, ksiloz, sukroz, iniilin, PAST
ve KE’nin fermentasyonlar1 sirasinda sekerin tiiketim orani %90 ve iistii civarinda iken
iniilinaz enziminin iiretimi melastan iiretilen iniilinaz enziminin seviyesine gore 6nemli
oOl¢iide diisiik olmustur (P<0.05). Diger yandan, enzim {iretim hizi degerleri de iniilinaz
enziminin tretimi ile ayni1 derecede paralellik gostermistir (P<0.05). Sonug¢ olarak,
maksimum kinetik degerler, melasin fermentasyonundan elde edilmistir. Farkli karbon
kaynaklarindan iniilinaz enziminin iiretim grafigi Sekil 4.1°de gdsterilmistir.

90 - - 450

380 - - 400
E -
Ksiloz = 70 4 L 350 g
—Fruktoz = H =
Z 60 | - 300
——TLaktoz = =
= 2z
—<PAST E,, 50 - - 250 £
v =
. . =
—¥—Maltrin = 40 | L 500 %
Glukoz = &b
=
—+— Sukroz j':.‘ 30 1 - 150 =
—'—IIlullIl :_20 J | 100 §

Keciboynuzu =
—o—Melas A 10 1 r 50
0 K F—ts b : T T T 0
0 40 80 120 160 200 240
Zaman (sa)

Sekil 4.1. Farkli karbon kaynaklari ile gergeklestirilen fermentasyonlara ait enzim
iretim grafigi

Sekil 4.1°e gore melasta enzim iiretimi maksimum seviyede olmustur. Ancak,
Sekil 4.1°den de anlasilacagi iizere iniilinaz aktivitesi fermentasyonun 5. giiniinde
316.84 U/mL iken fermentasyonun 6. giiniinde 232.60 U/mL’ye diismiistiir (Sekil 4.1).
Bu diisiisiin nedeni, fermentasyon ortaminda kiiflerin asir1 gelisimi ve ortam pH’mnin
diismesi nedeniyle {iiretilen enzimlerin denatiire olmasi olabilir. Dolayisiyla enzim
aktivitesinde diisiis gozlemlenmistir. Ancak, fermentasyonun 6. giiniinden itibaren
enzim aktivitesinde bir artis gbézlemlenmis olup fermentasyonun sonunda 383.73
U/mL’ye artmistir (Sekil 4.1). Bu artisin nedeni ise hiicre i¢i enzimlerin pH’daki
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azalmaya bagli olarak hiicrelerin par¢alanmasi ile ortaya ¢ikmasi olabilir. Sonug olarak,
10 farkli karbon kaynagindan iniilinaz enziminin iiretiminde en yiiksek kinetik degerler
melasin kullanimi ile elde edilmistir. Dolayisiyla, bundan sonraki fermentasyon
caligmalarinda melas kullanilmistir. Ayrica kegiboynuzu ekstrakti (KE) da lase’nin
iiretiminde umut veren bir karbon kaynagi olmustur.

Endiistriyel Olgekteki fermentasyonlarda saf glukoz ve sukroz ozellikle
maliyetlerinin yiiksek olmasindan dolay1 ¢ok nadiren kullanilmaktadir. Seker pancari ve
seker kamisindan seker tiretiminde bir yan triin olan melas, sukroza gore daha ucuz ve
fermentasyon i¢in de kullanigh bir kaynaktir. Melas, kristal seker iiretimi sirasinda,
berrak meyve suyundan (seker kamisi veya pancardan) su buharlastirildiktan sonra
sukroz kristallerinin ayrilmasiyla {retilir. Konsantre meyve suyu sukrozun
kristallesmesini kolaylastirir. Sukroz kristalleri santrifiij yoluyla uzaklastirilir ve kalan
viskoz sivi melastir. Melas, 6nemli bir kismi sukroz olan %50-60'mi1 (a/h)
karbonhidratlar, %?2'sini azotlu bilesikler ve bazi vitamin ve minerallerin olusturdugu
koyu renkli, viskoz bir suruptur. Seker liretimini en {ist seviyeye ¢ikarmak i¢in melas bu
proseste daha fazla geri donistiiriilebilir. Genel kural olarak, melasin maruz kaldig1 geri
doniistim adimlarinin sayist artmasiyla birlikte fermentasyonda hammadde olarak
kullanilan melasin kalitesi diiser. Bununla beraber, melasin genel kompozisyonu, bitki
kaynagina, {riiniin yerine gelisimin yapildigi iklim sartlarina ve islendigi fabrikaya
bagli olarak degismektedir. Karbonhidrat kompozisyonu depolama sirasinda
mikroorganizmalarla kontamine olmasindan dolay1 azalabilmektedir. Melas, bir¢cok
endiistriyel biyoproseslerde kullanilan ucuz yenilenebilir bir karbon kaynagidir. Baslica
kullanimi etanol tretimindedir, ancak melas; butanol, alkolli igecekler, sorbitol, sitrik
asit, laktik asit, siiksinik asit, fruktooligosakkaritler, enzimler ve tek hiicre proteininin
tiretiminde de substrat kaynagi olarak kullanilmaktadir. Diger yandan melas, tuzlulugu,
ozmolaritesi ve toksik elementler ve fermentasyon inhibitorlerinin varligi nedeniyle
birgok organizmaya karst oldukg¢a inhibitordiir (de Oliveira Lino vd. 2018; Demirci vd.
2014b). Her ne kadar birgok mikroorganizmaya karsi inhibitér oldugu belirtilmis olsa
da bizim sonug¢larimizdan elde edilen verilere gore seker pancart melasi, A. niger A42
inlilinazinin iiretiminde umut vermistir. Dolayisiyla karbon kaynagi olarak melas
secilmistir. Yapilan bir caligmada farkli karbon kaynaklarindan (glukoz, fruktoz, sukroz,
maltoz, intilinve fruktan) A. niger ATCC20611 iniilinazinin iiretimi gergeklestirilmis
olup elde edilen aktivite degerleri sirastyla 321 U/mL, 318 U/mL, 347 U/mL, 295
U/mL, 278 U/mL ve 267 U/mL olarak belirlenmistir. En yiiksek aktivite degeri sukroz
kullanilarak elde edilmistir (Dinarvand vd. 2012). Saber and EI-Naggar (2009), farkli
karbon kaynaklarindan (glukoz, fruktoz, maltoz, sukroz, rafinoz, nisasta, iniilin, enginar
yumrusu, yildiz ¢icegi yumrusu, hindiba kokii, pancar posasi, portakal kabugu, kamis
melasi ve pancar melasi) A. tamarii AR-IN9 iniilinazinin iretimini gergeklestirmistir.
Elde edilen sonuglara gore en yiiksek aktivite degeri yildiz ¢igegi yumrusundan 26.50
U/mL olarak elde edilirken en diisiik aktivite degeri ise maltozdan 7.66 U/mL olarak
elde edilmistir. Bununla beraber, kamis ve pancar melasindan da sirasiyla 13.17 U/mL
ve 15.87 U/mL aktivite degerine sahip iniilinaz iretilmistir. Makino vd. (2009), K.
marxianus NCYC 587 ve K. marxianus NRRL Y-7571 suslan ile seker kamuisi
melasindan iniilinaz enziminin dretimi gergeklestirmis ve maksimum enzim
aktivitelerini sirastyla 735 U/mL ve 722 U/mL olarak belirlemistir. Ayrica bu aktivite
degerlerinin sukroz bazli sentetik besiyerinden elde edilen aktivite degerlerinden
yaklasik 7 kat daha fazla oldugu bildirilmistir.
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4.2. Iniilinaz Enziminin Optimum Calisma Kosullarinin Belirlenmesi

Melasin fermentasyonu sonrasinda daha saglikli sonuglar elde etmek amaciyla,
iniilinaz enziminin optimum c¢aligma kosullar1 belirlenmistir. Buna gore sirasiyla Na-
asetat tamponu pH degerinin aktivite iizerine etkisi, inkiibasyon sicakliginin aktivite
iizerine etkisi ve inkiibasyon siiresinin aktivite lizerine etkisi belirlenmistir.

4.2.1.Optimum pH

Iniilinaz enziminin optimum c¢alisma pH degerinin tespit edilmesi amacryla pH
4.4-5.3 araliginda hazirlanan %2’lik iniilin veya sukroz soliisyonu ile enzim analizleri
gerceklestirilmistir. Analizlerin sonucunda elde edilen aktivite degerleri Sekil 4.2°de
verilmistir.
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Sekil 4.2. Farkli pH’larda lase ve Sase aktivite degerleri ve I/S oraninin degisimi

Elde edilen sonuglara gore en diigiik lase and Sase aktivite degerleri sirasiyla pH
5.3’te 424.91+1.17 U/mL ve pH 4.4’te 383.01+2.92 U/mL olarak belirlenmistir. Buna
gore lase’nin en disiik aktivite degeri pH 5.3°te elde edilirken Sase’nin en disiik
aktivite degeri pH 4.4 te tespit edilmistir. Yani, substrat olarak iniilin kullanildiginda en
diistik aktivite degeri pH 5.3’te saptanirken substrat olarak sukroz kullanildiginda en
diistik aktivite degeri pH 4.4’te belirlenmistir. Diger yandan, maksimum lase and Sase
aktivite degerleri sirasiyla pH 4.8’de 527.63+6.04 U/mL ve pH 4.9°da 558.43+1.95
U/mL olarak tespit edilmistir. Maksimum aktivite degerleri nisbi olarak %100 kabul
edildiginde pH 5.3’teki lase aktivite degerinde yaklasik %20’lik bir kayip s6z konusu
iken (P<0.05), pH 4.4’teki Sase aktivite degerinde ise yaklasik %32’lik bir kayip soz
konusu olmustur (P<0.05). Dolayisiyla lase aktivite degeri pH 5.3 seviyelerinde
yaklasik %80 diizeyinde aktivite gosterirken Sase aktivite degerinin pH 4.4’te yaklasik
%068 dolaylarinda aktivite gosterdigi belirlenmistir (P<0.05). Diger yandan, I/S oram
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degerleri de pH 4.4’ten pH 5.3’¢ azalmis olup degerler 1.19+0.04 ile 0.83+0.01 arasinda
degistigi tespit edilmis olup (P<0.05) (Sekil 4.2). Bu degerlere gore enzimin iniilinaz
dogasinda oldugu belirlenmistir. Bununla beraber, enzim soliisyonunun protein miktari
da 0.208+0.005 mg/mL olarak belirlenmistir. Enzim soliisyonunun protein miktar1 tespit
edildigi i¢in farkli pH araliklarinda belirlenen lase ve Sase aktivite degerlerine ait Slase

and SSase aktivite degerleri hesaplanmis olup sonuglar Sekil 4.3°te gosterilmistir.
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Sekil 4.3. Farkli pH’larda Slase ve SSase aktivite degerleri

Elde edilen bulgulara gore, minimum ve maksimum Slase aktivite degerleri
sirastyla pH 5.3 ve pH 4.8’de 2046.60+42.30 U/mg ve 2541.36+88.81 U/mg olarak elde
edilmistir (P<0.05). Diger yandan, en diisiik ve en yiiksek SSase aktivite degerleri de
sirastyla pH 4.4 ve pH 4.9°da 1844.76+£29.24 U/mg ve 2689.69+72.79 U/mg olarak
saptanmistir  (P<0.05). Sonu¢ olarak, enzim analizinde substrat olarak iniilin
kullanildiginda optimum pH degeri 4.8 olarak bulunurken, substrat olarak sukroz
kullanildiginda ise optimum pH degeri 4.9 olarak tespit edilmistir.

4.2.2.Optimum sicakhik

lase enziminin optimum ¢aligma sicakligini belirlemek i¢in farkli inkiibasyon
sicakliklarinda (30-80°C) aktivite analizleri yapilmis olup sonuglar Sekil 4.4°te
gosterilmistir. Elde edilen sonuglara gore, lase ve Sase aktivitelerin maksimum oldugu
sicaklik 60°C olarak belirlenmis olup bu sicaklik noktasindaki aktivite degerleri
sirastyla 575.9745.85 U/mL ve 492.65+2.44 U/mL olarak bulunmustur (P<0.05).
Bununla beraber, minimum lase ve Sase aktivite degerleri de 80°C’de elde edilmis olup
bu degerler sirasiyla 136.44+0.97 U/mL ve 48.73£1.95 U/mL olarak bulunmustur
(P<0.05). Ayrica, maksimum lase ve Sase aktivite degerleri nisbi olarak %100 kabul
edildiginde, lase ve Sase’nin 30°C’deki nisbi aktiviteleri sirasiyla %27.33 ve %20.38
olarak hesaplanmistir. Dolayisiyla, lase ve Sase’nin bu sicaklikta tam olarak aktif
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olmadig1 ve toplam aktivite kaybmin yaklasik olarak sirasiyla %73 ve %80 oraninda
oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.4. Farkli inkiibasyon sicakliklarinda lase ve Sase aktivite degerleri ve I/S
oraninin degisimi
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Sekil 4.5. Farkli inkiibasyon sicakliklarinda Slase ve SSase aktivite degerleri
Diger yandan, inkiibasyon sicakligi 80°C oldugunda enzim, biiyiik Olciide

denatiire olmus olup lase ve Sase’nin aktivite kaybi1 sirasiyla yaklasik olarak %76 ve
%90 oldugu belirlenmistir. [laveten, I/S orani ise inkiibasyon sicakligi 80°C oldugunda
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maksimum degere ulagsmis olup (2.80+0.13) inkiibasyon sicakligi 60°C oldugunda ise
I/S orant minimum degerde kalmistir (1.17+£0.02) (P<0.05). Dolayisiyla I/S orani, 10
2den biiyiik oldugu i¢in enzimin iniilinaz dogasinda oldugu da belirlenmistir.

Kullanilan enzim soliisyonunun protein miktar1 0.208+0.005 mg/mL olarak
belirlenmisti. Farkli inkiibasyon sicakliklarinda gergeklestirilen aktivite analizleri
sonucunda belirlenen lase ve Sase aktivitelerinin protein miktarina boliinmesi
sonucunda Slase ve SSase aktiviteleri hesaplanmis olup sonuglar Sekil 4.5°te
gosterilmistir.  Sonuglar, maksimum ve minimum Slase aktivitesinin (sirasiyla
2774.18493.34 U/mg ve 657.16+£10.74 U/mg) inkiibasyon sicakligt 60°C ve 80°C
oldugunda elde edildigini gostermistir (P<0.05). Benzer sekilde, en diisiik ve en yiiksek
SSase aktivite degerleri (sirastyla 234.69+14.91 U/mg ve 2372.84+43.99 U/mg) de yine
ayni sicakliklarda elde edilmistir (P<0.05). Sonug¢ olarak, enzimin optimum calisma
sicakligi, lase, Sase, Slase ve SSase aktivite degerlerinin maksimum oldugu sicaklik
olan 60°C olarak tespit edilmistir.

4.2.3.Optimum inkiibasyon siiresi

Iniilinaz enziminin optimum inkiibasyon siiresinin belitlenmesi amaciyla
substrat olarak %2’lik iniilin veya sukroz sollisyonu kullanilarak farkli inkiibasyon
stirelerinde (1-30 dakika) enzim analizleri gerceklestirilmistir. Analizlerin sonucunda
elde edilen aktivite degerlerinin zamana gore degisimi Sekil 4.6’ da gosterilmistir.
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Sekil 4.6. Farkli inkiibasyon siirelerinde lase ve Sase aktivite degerleri ve I/S oraninin
degisimi

Sonuglara gore maksimum lase ve Sase aktiviteleri (sirasiyla 1208.46+87.71
U/mL ve 828.37+29.24 U/mL), inkiibasyon siiresi 1 dakika oldugunda elde edilmis olup
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maksimum I/S orani da 1.46+0.16 olarak hesaplanmistir. Diger yandan, minimum lase
ve Sase aktiviteleri de (sirastyla 523.35+4.09 U/mL ve 553.07+4.39 U/mL) inkiibasyon
siireleri sirasiyla 25 dakika ve 10 dakika oldugunda belirlenmistir. Inkiibasyon siiresi 3
dakika oldugunda lase aktivitesi yaklasik 1.7 kat azalirken Sase aktivitesi de yaklasik
1.4 kat azalmis olup 3 dakika inkiibasyon siiresinden sonraki siirelerde, enzim
aktivitesinde ¢ok az bir degisimin oldugu ve belirli bir noktadan sonra da aktivitenin
sabit kalma egiliminde oldugu goriilmistiir. Bu durum, “kararli konum yaklasimi” ile
aciklanabilir (Shuler vd. 2017) (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Enzimatik reaksiyonun gelisimi ve kararli konum yaklasimi (Shuler vd. 2017)

Sekil 4.7°de goriildigii gibi, baslangi¢ substrat konsantrasyonu, baslangi¢ enzim
konsantrasyonuna gore ¢ok yiiksektir. So/[E]t orani arttik¢a, kararli konum bolgesi,
toplam reaksiyon siiresinin daha fazlasini kapsar. Ayrica, kisa bir gegis siiresinden sonra
substrat (iniilin veya sukroz) ve {iriin (fruktoz ve/veya glukoz) konsantrasyonlarindaki
degisim hiz1, [ES] ve [E] konsantrasyonlarindaki degisim hizlarina gore daha yiiksektir.
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Diger yandan, substrat ve {iriin konsantrasyonlarindaki degisim hizi o kadar yiiksektir
ki, [E] ve [ES]’deki degisim hiz1 bunlarla karsilastirildiginda sifir olarak kabul
edilebilir. Ozetle, enzimatik bir reaksiyonun baslamasi ile birlikte, bu reaksiyon hemen
kararli konuma ulagmakta ve o konuma yerlesmektedir (Sekil 4.7). Kararli konum
boyunca, gecis ara lriinlerinin konsantrasyonlarinin zamana gore degisim hizlari,
substratin ve {rliniin konsantrasyonundaki degisim hizina goére sifir olarak kabul
edilebilir (Cemeroglu 2015).

Aktivitenin ilk hizli diisiisiine iliskin muhtemel bir aciklama da su sekilde
yapilmistir: Reaksiyon ortaminda fazla miktarda substrat bulundugunda iniilinaz enzimi,
uzun zincirli iniiline daha yiiksek bir afinite gosterirken fruktooligosakkaritlere ve/veya
inulooligosakkaritlere daha diisiikk afinite gostermektedir. Dolayisiyla, uzun substrat
zincirleri daha kisa olanlara pargalanirken, enzim aktivitesi azalmaktadir (Li vd. 2015).

Ayrica, I/S oranindaki degisim de kararli konum yaklagimina uymaktadir. Cilinkii
enzim aktivite degerleri belirli bir slireden sonra sabitlendigi i¢in I/S orani da sabit
kalmistir (Sekil 4.6). Yapilan c¢alisma sonucunda, I/S orami 1.46+0.16-0.92+0.01
arasinda degismistir (P<0.05). Diger yandan, lase analizine ait degerler, Duncan Coklu
Karsilastirma Testi'ne tabi tutuldugunda; 3, 5 ve 10 dakikalik inkiibasyon siireleri ile
elde edilen aktivite degerleri arasinda istatistiksel olarak bir farkliligin olmadig:
belirlenmistir (P>0.05). Bununla beraber, 1 dakikalik inkiibasyon siiresi ile belirlenen
aktivite degerinin diger degerlere gore istatistiksel olarak Onemli oldugu sonucuna
ulagilmistir (P<0.05). Ayrica, 5-30 dakika arasindaki inkiibasyon siirelerinde ulagilan
aktivite degerleri arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir farkliliga ulagilmamistir
(P>0.05). Benzer istatistiki sonuglar, Sase ve I/S orani i¢in de elde edilmistir.

Ham enzim soliisyonunun protein miktarinin 0.208+0.005 mg/mL olarak
belirlenmesi ile birlikte inkiibasyon siiresinin artmasi1 ile Slase ve SSase
aktivitelerindeki degisim de belirlenmistir (Sekil 4.8). Sekil 4.8’¢ gore, maksimum
Slase ve SSase aktiviteleri (sirastyla 5820.55+559.41 U/mg ve 3989.86+47.18 U/mg)
inkiibasyon siiresi 1 dakika oldugunda tespit edilmistir. Minimum degerleri de (sirasiyla
2520.70+39.48 U/mg ve 2663.87+83.71 U/mg) sirasiyla inkiibasyon siiresi 25 ve 10
dakika oldugunda belirlenmistir. Maksimum ve minimum Slase ve SSase aktiviteleri
arasinda istatistiksel olarak onemli bir fark bulunmustur (P<0.05). Sonug¢ olarak,
optimum inkiibasyon stiresi 5-15 dk arasinda degismektedir. Ancak, literatiirdeki lase
aktivite analizlerinde kullanilan inkiibasyon siireleri dikkate alindiginda, optimum
inkiibasyon siiresi 10 dakika olarak belirlenmistir. Ozetlemek gerekirse, enzimin
optimum ¢aligma kosullari; 100 mM Na-asetat pH’1 4.8, sicaklik 60°C ve inkiibasyon
siresi de 10 dakika olarak belirlenmistir. Yapilan literatiir taramalarinin sonucunda
iniilinaz enzimi; inkiibasyon sicakligi, inkiibasyon siiresi, tampon tiirii, tampon
molaritesi, ve tampon pH'1 agisindan genel olarak benzer kosullarda analiz edilmistir
(Cizelge 4.2). Literatiirden elde edilen verilere gore iniilinaz enzimi analizinin
inkiibasyon sicakligr 37°C-60°C, inkiibasyon siiresi 5-40 dakika ve tampon pH'inin ise
4.0-6.0 araliginda oldugu sonucuna ulasilmistir. Analizde ayrica asetat, fosfat ve
Mcllvaine tampon tiirleri tercih edilmis olup analiz i¢in 10-500 mM araliginda
tamponlar hazirlanmistir. Bu calismadan elde edilen sonuclarin, iniilinaz enziminin
literatiirdeki mevcut analiz kosullari ile olduk¢a uyumlu oldugu sonucuna varilmistir.
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Cizelge 4.2. Iniilinaz ve sukraz analizinde kullanilan enzimatik reaksiyon kosullar1

9/

Tampon pH Substrat (%, a/h) Sicakhk (°C) Inkiibasyon siiresi (dk) Kaynak
100 mM Na-asetat 5.5 %2 sukroz 50 B (Silva vd. 2013)
10 mM Na-asetat 4.6 %0.2 iniilin 50 20 (Poorna ve Kulkarni 1995)
100 mM Sit-fosfat 4.0 %1 sukroz 60 10 (YYewale vd. 2013)
50 mM Na-fosfat 6.0 %1 iniilin 55 20 (Laowklom vd. 2012)
50 mM Na-asetat 5.0 %0.5 iniilin veya sukroz 45 10 (Naidoo vd. 2009)
100 mM asetat 5.0 %2 iniilin 50 10 (Sheng vd. 2008; Sheng vd. 2009)
100 mM Na-asetat 5.5 %2 iniilin 50 15 (Canli vd. 2013)
50 mM fosfat 6.0 %2 iniilin 60 10 (Liu vd. 2014)
100 mM Na-asetat 5.5 %2 iniilin 50 15 (Singh vd. 2006)
200 MM Na-asetat 5.0 %1 iniilin 50 30 (Jain vd. 2012)
100 mM Na-asetat 4.5 %2 sukroz 50 B (Bender vd. 2006)
100 mM fosfat 6.0 %2 iniilin 60 10 (Gong vd. 2007)
100 mM asetat 4.8 %2 sukroz 50 8 veya 40 (Silva-Santisteban vd. 2009)
100 mM asetat 4.5 %2 sukroz 50 B (Kalil vd. 2001b)
100 mM asetat 5.0 %1.5 iniilin 55 10 (Gou vd. 2015)
100 mM fosfat 6.0 %2 iniilin 60 10 (Gong vd. 2008)
100 mM asetat 5.0 %2 iniilin veya sukroz 50 30 (Yuan vd. 2012)
500 mM Mcllvaine 5.5 %0.5 iniilin 37 5 (Zhou vd. 2015)
100 mM asetat 5.0 %2 iniilin 50 30 (Hu vd. 2012)
100 mM asetat 5.0 %2 iniilin 50 15 (Wang vd. 2016)
500 mM Mcllvaine 5.0 %0.5 iniilin 40 30 (Sirisansaneeyakul vd. 2007)
20 mM Na-asetat 4.6 %2 iniilin 55 10 (Gao vd. 2015)
100 mM Na-asetat 5.5 %S5 iniilin 50 5 (Chen vd. 2016)
200 MM Na-asetat 5.0 %1 iniilin 50 20 (Dinarvand vd. 2012)
100 mM Na-asetat 4.8 %2 iniilin 60 10 Bu ¢alisma
100 mM Na-asetat 4.9 %?2 sukroz 60 10 Bu calisma

B: Belirtilmemis
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Sekil 4.8. Farkli inkiibasyon stirelerinde Slase ve SSase aktivite degerleri

4.3. Besiyeri Kompozisyonunun PBD ile Optimizasyonu

Aspergillus niger ile melastan iniilinaz enzimin {iretiminde Oncelikle besiyeri
kompozisyonu PBD araciligi ile optimize edilmistir. Bu amagcla, 11 farkli besiyeri
bileseninin iniilinaz enziminin tiretimi iizerine etkisi PBD’nin 6dnermis oldugu besiyeri
formiilasyonlar1 (Cizelge 3.3) kullanilarak incelenmistir. Bu formiilasyonlara gore
hazirlanan besiyerlerinde iniilinaz fermentasyonlar1 gerceklestirilmistir. PBD ile
besiyeri kompozisyonunun optimizasyonunda kullanilan fermentasyon parametreleri; 4
°Bx baslangi¢ substrat konsantrasyonu, sicaklik 30°C, karistirma hizi 200 dev/dk, pH
5.0, besiyeri hacmi 100 mL ve inokiilasyon orani %2 (h/h) olmustur. Besiyeri
optimizasyonu igine ger¢eklestirilen fermentasyonlar 19 giin boyunca devam etmis olup
fermentasyonun 15. giine kadar olan degerleri baz alinmistir. Elde edilen bulgular, lase,
Sase, I/S orani, protein miktari, Slase, SSase, biyokiitle (X), pH, Qseker, Qlase Ve seker
kullanim oran1 (SUY) agisindan degerlendirilmis olup Cizelge 4.3’te sunulmustur.
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Cizelge 4.3. PBD tarafindan onerilen besiyeri kompozisyonlarinda gerceklestirilen fermentasyonlara ait sonuglar

Besiyeri lase Sase IS oram Protein Slase SSase X oH Qseker Qiase SUY
(U/ml) (U/ml) (mg/mL) (U/mg) (U/mg) (g/L) (g/L/giin) (U/mL/giin) (%)

1 123453  §27.62°%  1.97%c  0.520% 2373.35% 1206.59° 16.17%° 6.19%  5.67° 164.572 92.65%

2 1132.31%¢  815.23°  1.39¢%%  (.382°¢ 2060.50* 2131.46%* 13.62°° 581% 5.8 165.05? 92.892
3 1304.622  1140.25*  1.14° 0.5452  2393.16%® 2091.65% 18.39% 6.45%  7.57%® 168.36*  89.56%
4 907.21¢  507.26%f 1.79bde  0.408%°c 2223228 1243.10°¢ 15.41%°¢ 555> 5 22cd 118.88°  90.04bcd
5 1185.12% 95557,  1.24%  0.460%°¢ 2577.21® 2078.00%¢ 16.08%° 556  5.25% 154,122 88.42¢
6 1083.69%¢%  824.00°  1.32¢¢  (0.370"° 2926.61% 222529% 1154 550° 6.13%« 149.78%¢  91.53%¢
7 076.32°%  419.06°¢  2.33%  0.424%° 2303.16%  988.58¢ 20.37% 5.83%  4.85¢ 108.00° 92.76%
8 035.79%  485.33d%f 1.93%cd 0440 2128.04> 1103.68° 19.38% 5.85% 5 84abcd 107.69¢  91.95%¢
9 1110.16%¢4  738.24bcd 1 500d  (0.456%¢ 2433.52% 1618.26%°4 16.88%¢ 596%  6.29%cd 129.56%¢ 92,273
10 1005.23%% 714,364 1.41%%  (0.445%¢ 2257.79% 1604.49%°d 17.28% 5.88% @18 119.88°¢  91.33%¢
11 099.74%%€  387.39f 2.58? 0.306°  3270.24% 1267.19°¢ 18.95% 5.48P° 7.98? 158.93%  91.87%¢
12* 966.76°%  853.72%¢  1.13° 0.345¢  2799.69%  2472.35%  11.51¢ 5.98%  7.16%° 136.51%¢  93.69?
Ortalama  1070.12 705.67 1.64 0.43 2553.87  1669.22 16.30 5.83 6.17 140.11 91.58
Std hata 3.04 3.35 0.02 0.01 58.51 32.34 0.08  0.08 0.03 1.82 0.12

Ayni siitunda farkli harfleri tagiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (P<0.05).

*Kontrol fermentasyonu: Besiyeri kompozisyonuna bilesenlerin diisiik seviyeleri (—) eklenmistir.

Std hata: Standart hata
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Sonuglara gore minimum ve maksimum lase aktiviteleri (sirasiyla 907.21 U/mL
ve 1304.62 U/mL), sirasiyla Besiyeri#4 ve Besiyeri#3 ile elde edilmistir (P<0.05).
Bununla beraber, en diisiik ve en yiiksek Sase aktiviteleri de sirasiyla 387.39 U/mL ve
1140.25 U/mL olarak Besiyeri#ll ve Besiyeri#3 ile tespit edilmistir (P<0.05). Ayrica,
I/S oran1 da 1.13 ile 2.58 arasinda degismis olup minimum ve maksimum degerler
sirasiyla Besiyeri#l2 ve Besiyeri#l1 ile belirlenmistir (P<0.05). Dolayisiyla, 1/S
oranlar1 10%’den biiyiik oldugu icin (Cizelge 4.3) iiretilen enzimin iniilinaz dogasinda
oldugu tespit edilmistir. Diger yandan, fermentasyon denemelerinden maksimum enzim
aktivitesine sahip olan 6rneklerin protein miktar1 da tespit edilmis olup en diisiik (0.306
mg/mL) ve en yiiksek protein miktarlar1 (0.545 mg/mL) sirasiyla Besiyeri#ll ve
Besiyeri#3’ten elde edilmistir (P<0.05). Protein miktarlarinin tespiti ile birlikte Slase ve
SSase aktivite degerleri hesaplanmis olup bu degerler sirasiyla 2128.04 U/mg
(Besiyeri#8) ile 3270.24 U/mg (Besiyeri#11) arasinda ve 988.58 U/mg (Besiyeri#7) ile
247235 U/mg (Besiyeri #12) arasinda degismistir (P<0.05). Ilave olarak,
fermentasyonlarin sonunda biyokiitle miktarlar1 da gravimetrik olarak saptanmis olup
biyokiitle degerlerinin 11.51 g/L (Besiyeri#12) ile 20.37 g/L (Besiyeri#7) arasinda
degistigi ve sonuglar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu
belirlenmistir (P<0.05). Ancak, Besiyeri#12 ile Besiyeri#7’den elde edilen lase aktivite
degerleri arasinda (sirastyla 966.76 U/mL ve 976.32 U/mL) istatistiksel acidan 6nemli
bir farklilik goriilmezken (P>0.05), Sase aktivite degerleri arasinda 6nemli bir farklilik
meydana gelmistir (P<0.05). Fakat maksimum biyokiitle degerinin elde edildigi
fermentasyon denemesinden elde edilen Sase aktivitesi, minimum biyokiitle degerinin
elde edildigi fermentasyon denemesinden elde edilen Sase aktivitesine gore yaklasik
2.04 kat daha diisik olmustur (P<0.05). Dolayisiyla, biyokiitle konsantrasyonunun
enzim aktivitesi lizerinde énemli dlglide etkisinin olmadig1 anlasilmigtir (P>0.05). Ek
olarak, fermentasyonlarin sonunda elde edilen fermentasyon sivilarinin pH degerleri de
Olciilmiis olup bu degerler 5.48 ila 6.45 arasinda degismistir ve fermentasyonlarin
sonunda ortam pH’larinin asidik pH’da ve notre yakin oldugu anlagilmis olup
fermentasyonun sonundaki pH degerlerinin baslangic pH degerinden (5.0) yiiksek
oldugu belirlenmistir. Bununla beraber, Qgeter, Qiase V€ SUY Kinetik parametrelerinin
sirastyla 4.85 g/L/giin (Besiyeri#7) ile 7.98 g/L/giin (Besiyeri#11) arasinda, 107.69
U/mL/gilin (Besiyeri#8) ile 168.36 U/mL/giin (Besiyeri#3) ve %88.42 (Besiyeri#5) ile
%93.69 (Besiyeri#12) arasinda degistigi belirlenmistir (P<0.05). Sonug olarak Cizelge
4.3’ten de anlasilacagi iizere, maksimum lase, Sase ve Qiase degerleri Besiyeri#3 ile elde
edilmistir. Minimum lase, Sase ve Qiase degerleri de sirastyla Besiyeri#4, Besiyeri#11
ve Besiyeri#8 ile saptanmustir.

Besiyeri optimizasyonu i¢in gergeklestirilen fermentasyonlara ait seker tiiketim
ve enzim tretim egrilert Sekil 4.9°da gosterilmistir. Buna goére, fermentasyon
ortamindaki seker calismada kullanilan mikroorganizma tarafindan sorunsuzca
kullanilmistir. Fermentasyonlarin sonunda ortamdaki sekerin yaklagik %10’unun
mikroorganizma tarafindan tiiketilmedigi yapilan hesaplamalarin  sonucunda
anlagilmistir (Cizelge 4.3). Bununla beraber, fermentasyon ortamindaki sekerin biiyiik
bir boliimii fermentasyonun 6. giiniinde mikroorganizma tarafindan tiiketilmis olup
enzim aktivitesinin ise fermentasyonun 6. giiniinden itibaren daha yiiksek seviyelere
ciktig1 gorlilmistiir (Sekil 4.9). Buna gore fermentasyon ortamindaki seker, hemen
hemen tamamen tiikense bile A. niger tarafindan enzim iretimi devam etmistir.
Buradan, A. niger’in fermentasyon ortamindaki sekeri hizli bir sekilde metabolize ettigi
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anlasilmis olup fermentasyonun 6. gliniine kadar sekerin hizli bir sekilde hem {iriine
doniistliriildiigi hem de mikroorganizmanin kendi gelisimi i¢in harcandigi
disiiniilmektedir. Mikroorganizma, fermentasyon ortamindaki yeterli gelisimini
tamamladiktan (6. glin) sonra da metabolize ettigi sekerin tamamini {iriine dontistlirdiigi
diistiniilmektedir.
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Sekil 4.9. PBD tarafindan oOnerilen besiyeri kompozisyonlarinda gerceklestirilen
fermentasyonlara ait seker tiiketim ve lase tiretim grafikleri

PBD ile besiyeri kompozisyonunun optimizasyonunda cevap olarak lase aktivite
degerleri kullanilmistir. Cizelge 4.4’te besiyeri kompozisyonunda kullanilan
bilesenlerin lase liretimine yonelik etki degerleri ve katsayilar1 gosterilmistir. Buna gore
A, C, D ve E bilesenlerinin negatif etkiye sahip oldugu PBD tarafindan tespit edilmis
olup negatif etkiye sahip bilesenler arasindan yalnizca D bileseninin (NHsNO3)
istatistiksel 6neme sahip oldugu belirlenmistir (P<0.01). Bununla beraber B, F, G, H, J,
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K ve L bilesenlerinin ise enzim iiretimi tizerinde pozitif etkiye sahip bilesenler oldugu
belirlenmis olup bu bilesenler arasindan G (maya ekstrakti) ve J (pepton) bilesenlerinin
enzim iretimi lizerinde istatistiksel oneme sahip oldugu bulunmustur (P<0.01 ve
P<0.05).

Cizelge 4.4. lase enzimi i¢in hesaplanan etki degerleri ve katsayilar

Terim Etki Katsayilar T P

Sabit 1070.12 72.17 0.000™
A -60.68 -30.34 -2.05 0.063
B 391 1.96 0.13 0.897
C -5.68 -2.84 -0.19 0.851
D -96.59 -48.30 -3.26 0.007™
E -33.67 -16.84 -1.14 0.278
F 16.51 8.26 0.56 0.588
G 181.91 90.96 6.13 0.000™
H 48.63 24.32 1.64 0.127
J 65.49 32.75 2.21 0.047"
K 48.79 24.40 1.65 0.126
L 38.09 19.05 1.28 0.223

R? = 0.846, DiizeltilmisR? = 0.705
"P<0.01 ve "P<0.05, 6nemli parametreleri temsil eder.

PBD tarafindan lase aktivite degerleri ile ilgili regresyon denklemi de Esitlik
4.1°de verilmistir. A. niger ile gergeklestirilen fermentasyonlardan elde edilen lase
aktivitesine ait esitligin (Esitlik 4.1) R? degeri 0.846 olarak belirlenmistir. Bu da; 6rnek
varyasyonlarinin = %84.6’smin  model tarafindan tam temsil edildigi anlamina
gelmektedir (Cizelge 4.4).

Iase (U/mL) = 947 — 121A + 43B — 30C — 241D — 374E + 183F + 202G + 54H
+72.8] + 54.2K + 38.1L (4.1)

Cizelge 4.5’te lase enziminin aktivite degerlerine ait varyans analiz (ANOVA)
sonuclar1 goriilmektedir. Buna gore, modelin %99 giivenlik seviyesinde 6nemli oldugu

Cizelge 4.5’ten anlasilmistir (P=0.002<0.01).

Cizelge 4.5. Varyans analiz (ANOVA) sonuglari

Kaynak SD KT Diiz. KT  Diiz. KO F P
Ana etkenler 11 348265 348265 31660 6.00 0.002™
Artik hata 12 63328 63328 5277

Saf hata 12 63328 63328 5277

Toplam 23 411593

R? = 0.846, Diizeltilmis R? = 0.705, SD: Serbestlik derecesi, KT: Kareler toplami, Diiz. KT: Diizeltilmis kareler
toplami, Diiz. KO: Diizeltilmis kareler ortalamast
*P<0.01, giiven seviyesi %99°dur.

Bununla beraber besiyeri optimizasyonunda, lase enziminin iiretiminde
kullanilan besiyeri bilesenleri arasindan pozitif ve negatif etkiye sahip olan
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bilesenlerinin ana etkileri Sekil 4.10°da gdsterilmistir. Sekil 4.10°a gore, A, C, D ve E,
degiskenlerinin enzimin {retimi iizerine negatif yonde etki gosterdigi ve hatta
besiyerindeki konsantrasyonunun artmasi ile lase aktivitesinde azalma oldugu goriilmiis
olup bunlarin arasindan yalnizca D degiskeninin istatistiksel olarak onemli oldugu
belirlenmistir (P<0.05). B, F, G, H, J, K ve L degiskenlerinin ise iiretimi pozitif yonde
etkiledigi goriilmektedir. Elde edilen sonuglara gore, G ve J bilesenlerinin besiyerindeki
konsantrasyonunun artmasi ile enzim aktivitesinde dnemli bir artis oldugu belirlenmistir
(P<0.05) (Sekil 4.10). Ayrica, Sekil 4.10°daki ¢izgilerin egimlerinden de anlasilacagi
iizere G degiskeninin iiretim lizerinde daha ¢ok etki gosterdigi aciktir. Zaten G bilesenin
etki degeri, J bileseninkinden yaklasik 2.78 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir
(Cizelge 4.4).
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Sekil 4.10. lase enzimine yonelik negatif ve pozitif etkiye sahip olan besiyeri bilesenleri

Diger yandan, Pareto grafigi de enzim aktivitesi iizerine pozitif ve negatif etkiye
sahip olan besiyeri degiskenlerini, istatistiksel olarak belirlenen giliven seviyesine gore
(%95) gostermektedir (Sekil 4.11). Besiyerinde kullanilan D, G ve J bilesenlerinin
enzim aktivitesi iizerinde istatistiksel olarak onemli oldugu gosterilmistir (P<0.05).
Fakat Pareto grafigi, istatistiksel olarak onemli bilesenlerin enzim aktivitesi lizerinde
pozitif veya negatif etkiye sahip oldugunu gostermez. Sekil 4.10 ve Sekil 4.11°e benzer
sekilde lase aktivitesi iizerinde onemli Olclide etki gdsteren parametrelerin varligi
standartlastirilmis etkilerin normal olasilik grafigi ile de anlasilmaktadir (Sekil 4.12).
Sekil 4.12°ye gore, J ve G bilesenlerinin degeri Normal Skor degeri 0 noktasinin
iizerinde oldugu i¢in bu bilesenlerin enzim tiretimi tizerinde pozitif bir etkisinin oldugu
anlasilmis olup D bileseninin ise Normal Skor degeri 0 noktasinin altinda oldugu i¢in
enzim aktivitesi iizerinde negatif bir etkiye sahip oldugu belirlenmistir.

Sonug olarak, besiyeri bilesiminde lase enziminin liretimi iizerine amonyum
nitrat (D, NH4NOs, negatif etki), maya ekstrakti (G, pozitif etki) ve pepton (J, pozitif
etki) olmak tizere 3 bilesen etkili olmustur (P<0.05). Bu sonuca gore Besiyeri A
(kontrol, zenginlestirilmemis besiyeri), Besiyeri B (D, G ve J igerir) ve Besiyeri C (G
ve J igerir) olmak tizere 3 farkli besiyeri olusturulmustur. Bu hazirlanan besiyerleri
dogrulama fermentasyonlari i¢in kullanilmis olup fermentasyon kosullar1 olarak 4°BXx
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basalangi¢ substrat konsantrasyonu, sicaklik 30°C, karistirma hiz1 200 dev/dk, baslangi¢
pH 5.0, besiyeri hacmi 100 mL ve inokiilasyon orani %2 (h/h) kullanilmistir. Besiyeri
optimizasyonu igin iki tekerrlirlii gerceklestirilen fermentasyonlar 15 giin boyunca
devam etmis ve her 24 saatte bir fermentasyonun baglatildig saatte 6rnek(ler) alinmistir.
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Sekil 4.11. A. niger ile melastan lase enziminin {iretimi {izerine besiyeri bilesenlerinin
etkisini gosteren Pareto grafigi
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Sekil 4.12. Standartlastirilmis etkilerin normal olasilik grafigi
4.3.1.Besiyeri A ile gerceklestirilen dogrulama denemesi

Besiyeri A ile gerceklestirilen fermentasyona ait deneysel veriler Cizelge 4.6’da
gosterilmigtir. Elde edilen bulgulara gore fermentasyonun sonunda 2.86 g/L sekerin

mikroorganizma tarafindan tliketilmedigi tespit edilmistir. Bu miktar toplam seker
miktarinin  yaklastk %8’ine tekabiil etmektedir. Maksimum lase aktivitesi,
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fermentasyonun 5. giiniinde 37.93 U/mL olarak belirlenmis olup (Cizelge 4.6) diger
giinlerde elde edilen aktivite degerlerine gore istatistiksel olarak onemli bulunmustur
(P<0.05). Ayrica fermentasyonun 5. giiniindeki kalint1 seker miktar1 14.24 g/L olarak
belirlenmis olup en yiiksek aktivite degeri elde edildiginde sekerin yaklasik %71’
tiiketilmistir (P<0.05).

Cizelge 4.6. Besiyeri A ile gergeklestirilen fermentasyona ait degerler

t (giin) Seker (g/L) lase (U/mL)
0 36.19+0.272 0.00+0.00"
1 34.62+0.21° 4 46+0.379%F
2 29.6140.10° 8.5340.93%
3 23.47+0.53¢ 18.00+0.02¢
4 17.234+0.19¢ 25.12+3.68°
5 14.24+0.29f 37.93+7.242
6 12.96:+0.449 27.99+1.68°
7 10.93+0.07" 16.86+2.34¢
8 8.3340.09" 6.63+0.29%f
9 7.194+0.26] 9.9440.00¢

10 6.93+0.17) 4.63+0.05%f
11 4.78+0.03K 4.68+1.27%f
12 4.67+0.32% 3.83+1.15%f
13 3.64+0.54 5.14+1.15%f
14 2.35+0.57™ 2.46+0.66%"
15 2.86+0.00'™ 2.05+0.00°

Ayni siitunda farkl harfleri tagiyan degerler arasindaki fark onemlidir (P<0.05).

Fermentasyon boyunca seker tiiketimi ve enzim iretimine ait degisim Sekil
4.13’te gosterilmistir. Sekil 4.13’ten de anlasilacagr lizere fermentasyon ortamindaki
seker mikroorganizma tarafindan sorunsuzca tliketilmistir. Fermentasyonun ilk 5 giinii
boyunca seker ¢ok hizli bir sekilde mikroorganizma tarafindan tiiketilmis olup buna
paralel olarak enzim aktivitesinde de artig goriilmiis olup lase enziminin maksimum
aktivite degeri, fermentasyonun 5. giiniinde belirlenmistir (Sekil 4.13). Fakat
fermentasyonun seker tiiketimi azalan sekilde devam etmesine ragmen fermentasyonun
8. giiniine kadar enzim aktivitesinde keskin bir diisiis gozlemlenmis olup aktivite degeri
37.93 U/mL’den 6.63 U/mL’ye kadar azalmistir (P<0.05). Fermentasyonun 8.
giiniinden sonra da aktivite de bir artis goézlemlenmemis olup (P>0.05) seker
tiiketimindeki azalma devam etmistir. lase aktivitesine ait en diisiik deger ise
fermentasyonun 15. gliniinde 2.05 U/mL olarak belirlenmistir. Fermentasyonun sonunda
elde edilen fermentasyon sivisimin pH degeri, 2.12 olarak Olgiilmiis olup enzim
aktivitesinin neden 5. giinden itibaren diismeye basladigini agiklamaktadir. Ciinkii bu
kadar diisiik bir pH degerinde enzimin fermentasyonun 5. giiniinden itibaren denatiire
olmaya basladig1 diisiiniilmektedir. Fermentasyonun kinetik degerleri, Bolim 4.3.4°te
tartigilmistir.
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Sekil 4.13. Besiyeri A ile gerceklestirilen fermentasyon

4.3.2.Besiyeri B ile gerceklestirilen dogrulama denemesi

Kontrol fermentasyonundan sonra (Besiyeri A: zenginlestirilmemis besiyeri),
Besiyeri B ile dogrulama denemesi gergeklestirilmistir. Besiyeri B ile gergeklestirilen

fermentasyona ait deneysel veriler Cizelge 4.7’de verilmistir.

16

(]
hn
Iase (U/mL)

Cizelge 4.7. Besiyeri B ile gerceklestirilen fermentasyona ait degerler

t (giin) Seker (g/L) lase (U/mL)
0 28.75+0.012 0.00+0.00!
1 28.50+1.062 4.51+1.49
2 21.1440.23° 29.14+3.02
3 14.88+0.87¢ 100.36+3.00"
4 9.54+1.23¢ 216.84+12.77"
5 4.92+0.95¢ 275.444+23.02"
6 3.42+0.50° 396.02+29.979
7 2.58+0.32f 472.59+6.31f
8 2.43+0.20 537.38+18.52¢
9 2.23+0.17f 618.19+29.214
10 2.17+0.06" 617.64+16.81¢
11 2.06+0.17f 715.04+4.82°
12 2.06+0.11f 847.00+6.72°
13 2.09+0.03f 972.70+43.392
14 1.92+0.43f 839.45+3.75P
15 1.92+0.09f 959.34+46.412

Ayni siitunda farkl harfleri tagiyan degerler arasindaki fark 6nemlidir (P<0.05).
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Elde edilen bulgulara gore, fermentasyon ortamindaki seker sorunsuzca
mikroorganizma tarafindan tiiketilmis olup fermentasyonun 14. ve 15. giinlerindeki
kalint1 seker miktar1 1.92 g/L olarak belirlenmistir. Cizelge 4.7°deki seker tiiketim
verilerine gore, sekerin %6.67°si mikroorganizma tarafindan tiiketilmemistir. Diger
yandan, maksimum enzim aktivitesi fermentasyonun 13. giiniinde 972.70 U/mL olarak
tespit edilmistir (P<0.05). Fermentasyon ortamindaki sekerin, fermentasyonun 5.
giinlinde yaklasik %83’1i mikroorganizma tarafindan tiiketilmis olmasina ragmen enzim
aktivitesinin 275.44 U/mL’de kaldig1 saptanmigtir. Maksimum enzim aktivitesi elde
edildiginde ise besiyerindeki sekerin yaklasik %93°i mikroorganizma tarafindan
tilketilmistir (P>0.05).
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Sekil 4.14. Besiyeri B ile gergeklestirilen fermentasyon

Besiyeri B ile gergeklestirilen fermentasyonun seker tiikketim ve enzim iiretim
grafigi Sekil 4.14’te gosterilmistir. Sekil 4.14’te goriildiigli gibi fermentasyon
ortamindaki sekerin biiyiik bir bolimii (%80-90) fermentasyonun ilk 5 giinlinde
mikroorganizma tarafinda tiiketilmis olup maksimum tiiketim hizinin 1. giin ila 4.
arasinda oldugu belirlenmistir (P<0.05). Ayrica fermentasyonun 5. giiniinden sonra
seker tliketimi azalan oranda devam etmistir (P>0.05). Seker tiiketimine paralel olarak
enzim tiretiminde de bir artisin oldugu da goriilmektedir. Bununla beraber, enzim
aktivitesinde fermentasyonun 2. giiniinden 9. giinline kadar siirekli bir artig olmustur.
Ancak fermentasyonun 10. giiniideki enzim aktivitesinin 9. giindeki enzim aktivitesine
hemen hemen esit oldugu tespit edilmis olup enzim {iretiminin olmadig1 anlasilmigtir
(P>0.05). Bununla beraber, fermentasyonun 10. giiniinden sonra enzim aktivitesinde bir
sigrama oldugu goriilmiis olup en yiiksek aktivite degerine fermentasyonun 13. giiniinde
ulagilmistir (P<0.05). Fermentasyonun 14. giliniinde enzim aktivitesinde bir azalma
tespit edilirken (839.45 U/mL) (P<0.05) fermentasyonun sonundaki aktivite degerinin
maksimum enzim aktivitesine yakin oldugu belirlenmistir (959.34 U/mL) (P>0.05).
Ayrica Sekil 4.14°te goriildiigli gibi fermentasyonun 6. giiniinden sonra besiyerindeki
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seker miktar1 ¢ok diisilk olmasina ragmen enzim aktivitesinde onemli Olglide artis
gerceklesmistir  (P<0.05). Fermentasyona ait kinetik degerler,

verilmistir.

4.3.3.Besiyeri C ile gerceklestirilen dogrulama denemesi

Bolim 4.3.4°te

PBD ile istatistiksel olarak énemli besiyeri bilesenlerinin belirlenmesi isleminde
maya ekstrakti ve peptonun enzim aktivitesi lizerinde pozitif etkiye sahip oldugu
belirlenmistir (P<0.05). Besiyeri C ile dogrulama denemesi gergeklestirilmis olup
fermentasyona ait deneysel veriler Cizelge 4.8’de gosterilmistir.

Cizelge 4.8. Besiyeri C ile gergeklestirilen fermentasyona ait degerler

t (giin) Seker (g/L) lase (U/mL) Sase (U/mL) I/S oram

0 29.38+0.792 0.00+0.00" 0.00+0.00f

1 27.96+0.092 5.19+1.44" 1.61+0.93f 5.60+4.122
2 20.7440.74° 24.27+3.02! 11.99+11.93f 2.094+0.51°
3 14.51+1.30¢ 83.33+16.52™ 31.58+7.31" 2.66+0.09%
4 9.45+1.40¢ 178.74+40.15% 79.91+28.46° 2.36+0.34%
5 4.84+1.52¢ 275.93+61.52™ 141.07+39.239€f 1.99+0.12°
6 2.98+0.23¢f 346.61+:24.41F 212.55+48.24% 1.69+0.27°
7 2.60+0.11f 462.02+47.24¢ 308.35+63.44% 1.53+0.16"
8 2.35+0.06 518.47+59.64% 451.42+67.05" 1.1540.04°
9 1.83+0.29° 624.29+58.99¢d 556.53+72.36" 1.13+0.04°
10 2.29+0.23f 640.29+45.32¢ 607.65+61.89" 1.06+0.03°
11 2.06+0.06f 695.48+55.48° 786.87+97.552 0.89+0.04°
12 2.06+0.06 874.78+11.69° 864.84+104.672 1.0240.11°
13 2.52+0.29f 1011.02425.342 857.72432.942 1.18+0.07°
14 2.23+0.23f 845.25+23.88P 817.284+46.392 1.04+0.03P
15 1.63+0.03f 929.74+4(0.93% 861.77+38.742 1.08+0.10P

Ayni siitunda farkl harfleri tagiyan degerler arasindaki fark 6nemlidir (P<0.05).

Elde edilen sonuglara gore, fermentasyon ortamindaki sekerin sorunsuz bir
sekilde mikroorganizma tarafindan metabolize edildigi anlasilmis olup fermentasyonun
sonunda 1.63 g/L (toplam sekerin %5.55°1) seker tiiketilmemistir. Yani fermentasyonun
sonunda sekerin %94.45°1 mikroorganizma tarafindan tiiketilmistir. Bununla beraber,
ortamdaki sekerin %83.5’1 fermentasyonun 5. giinlinde tiiketilmis olup iiretilen enzim
aktivitesi 275.93 U/mL olarak belirlenmistir. Diger yandan, fermentasyonun 5.
giiniinden itibaren fermentasyon ortamindaki sekerin tiiketimi azalan oranda devam
etmistir (P>0.05). Besiyeri C ile gergeklestirilen fermentasyonda maksimum lase
aktivitesi fermentasyonun 13. giiniinde 1011.02 U/mL olarak saptanmis olup (P<0.05)
kalint1 seker miktar1 da 2.52 g/L olarak belirlenmistir. Maksimum enzim aktivitesinin
elde edildigi giinde sekerin %91.42°si mikroorganizma tarafindan tiiketilmistir.
Maksimum lase aktivitesi Besiyeri C ile elde edildigi i¢in fermentasyon boyunca alinan
orneklerde Sase aktivite analizleri de yapilmis olup I/S oranlari da belirlenmistir. Elde
edilen sonuglara gore maksimum Sase aktivitesi fermentasyonun 12. giliniinde 864.84
U/mL olarak tespit edilmistir. Dolayisiyla I/S oranlar1 da hesaplanmis olup sonuglar
asagida ayrica tartistlmistir. Cizelge 4.8’den enzim aktiviteleri incelendiginde lase
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aktivitelerinin Sase aktivitelerine gore (fermentasyonun 11. giintindeki aktiviteler harig)
daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu durumun, enzimin substrat spesifikligi ile ilgili
oldugu diisiiniilmektedir. Iniilinaz enziminin substrat olarak sukrozdan daha cok iniiline
ilgili oldugu sonuglardan anlagilmis olup bu durum Boliim 4.9'da ayrica incelenmistir.
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Sekil 4.15. Besiyeri C ile gergeklestirilen fermentasyon

Besiyeri C ile gerceklestirilen fermentasyona ait seker tiiketim ve enzim liretim
grafigi Sekil 4.15’te verilmistir. Elde edilen sonuglar, Besiyeri B ile gerceklestirilen
fermentasyonun sonuclarina benzer olmustur. Ac¢iklamak gerekirse, Sekil 4.15’e gore
fermentasyon ortamindaki sekerin biiyiik bir boliimii fermentasyonun ilk 5-6 giinlinde
mikroorganizma tarafinda tiiketilmis olup 1. ve 4. giin arasinda maksimum tiiketim
hizina ulagilmistir (P<0.05). Ayrica fermentasyonun 5. giiniinden sonra seker tiketimi
azalan oranda devam etmis olup 6. giinlinden sonra fermentasyon ortamindaki seker
miktar1 stabil kalmistir (P>0.05). Seker tiiketimine paralel olarak enzim iiretiminde de
bir artigin oldugu da goriilmektedir. Bununla beraber, lase aktivitesinde fermentasyonun
2. gliniinden 13. giiniline kadar siirekli bir artis olmus olup maksimum aktivite degerine
fermentasyonun 13. giiniinde ulagilmistir (P<0.05). Ayrica, maksimum lase tiretim hizi
da fermentasyonunun 11. giinii ile 13. giinii arasinda gerceklesmistir. Fermentasyonun
14. gliniinde enzim aktivitesinde bir azalma tespit edilirken (845.25 U/mL) (P<0.05)
fermentasyonun sonundaki aktivite degerinin maksimum enzim aktivitesine yakin
oldugu belirlenmistir (929.74 U/mL) (P>0.05). Sase aktivitesine gelince, maksimum
deger fermentasyonun 12. giiniinde elde edilmis olup (864.84 U/mL) 11, 13, 14 ve 15.
giinlerdeki aktivite degerleri arasinda istatistiksel bir farklilik bulunmamistir (P>0.05).
Sekil 4.15 incelendiginde, enzim aktivitesi fermentasyonun 2. giiniinden itibaren
artmaya baslamig olup bu durum fermentasyonun 12-13. giinlerine kadar devam
etmistir. Bununla beraber, fermentasyonun 6. giiniinden sonra besiyerindeki seker
miktar1 stabil bir sekilde seyretmesine ragmen enzim aktivitesinde onemli Olciide
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artiglar gerceklesmistir (P<0.05). Fermentasyona ait kinetik degerler, Boliim 4.3.4’te
verilmisgtir.

Besiyeri C ile gergeklestirilen fermentasyonda maksimum lase aktivitesi elde
edildigi i¢in 6rneklerde Sase aktivite analizleri de yapilmistir. Dolayisiyla, I/S oraninin
fermentasyon boyunca nasil degistigi de belirlenmistir (Sekil 4.16). I/S oranlar,
fermentasyon boyunca 0.89 ila 5.60 arasinda degismistir (P<0.05). Ayrica, I/S oranlari
fermentasyonun 1. gilinlinden 11. giiniine kadar azalan oranda devam ettigi anlasilmis
olup 11. giinden sonra I/S oranlarinda nispeten bir artis s6z konusu olmustur (P>0.05)
(Sekil 4.16). I/S oranlarmin fermentasyonun baslangicindan 7. giiniine kadar yiiksek
seyretmesinin nedeninin, enzimin substrat spesifikligi ile ilgili oldugu diisiintilmiis olup
bu durum Boliim 4.9'da ayrica incelenmistir. I/S oranina ait degerler 10?’den biiyiik
oldugu i¢in tiretilen enzimin iniilinaz dogasinda oldugu anlasilmistir.
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Sekil 4.16. Besiyeri C ile gergeklestirilen fermentasyona ait degerlerden hesaplanan I/S
oraninin fermentasyon boyunca degisim grafigi

4.3.4.PBD dogrulama denemelerinin karsilastirilmasi

PBD ile besiyeri kompozisyonunun optimizasyonunda kullanilan besiyeri
bilesenlerinden lase aktivitesi lizerine istatistiksel olarak anlamli pozitif (maya ekstrakti
ve pepton) ve negatif (amonyum nitrat) etkiye sahip olan bilesenler tespit edilmis olup
dogrulama denemeleri gergeklestirilmistir. Bununla beraber, dogrulama denemelerinden
hesaplanan kinetik parametreler de ayrica tartisilmis ve elde edilen sonuglar Cizelge
4.9’da sunulmustur. Sonuglar, I/S oran1 harig (2.64, P<0.05) en diisiik kinetik degerlerin
Besiyeri A ile yani kontrol fermentasyonu ile elde edildigini ortaya koymustur. Ayrica,
elde edilen protein miktarinin ¢ok diisiik olmasi nedeniyle (0.04 mg/mL, P>0.05) Slase
ve SSase aktiviteleri de hesaplanmis olup istatistiksel olarak 6nemsizdir (P>0.05).
Bununla beraber, Besiyeri A (kontrol) ile gergeklestirilen fermentasyonda maksimum
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lase iiretim ve seker tiiketim hizlar sirasiyla 9.53 U/mL/giin ve 5.83 g/L/giin olarak
belirlenmistir (P>0.05). Ote yandan fermentasyon ortamindaki sekerin yaklasik
%94’iinlin mikroorganizma tarafindan tiiketildigi saptanmistir. Fermentasyonun
sonunda 6l¢iilen pH degeri 2.12 olarak dl¢iilmiis olup (P>0.05) sekerin mikroorganizma
tarafindan sorunsuzca tiiketilmesine ragmen iiretilen enzim aktivitesinin neden bu kadar
diisiik oldugunu agiklamaktadir (asidik pH, ortamdaki proteinlerin denatlirasyonuna
neden olmustur).

Cizelge 4.9. PBD dogrulama denemelerine ait kinetik parametrelerin karsilastirilmasi

Kinetik parametreler Besiyeri A Besiyeri B Besiyeri C
lase (U/mL) 37.93+7.24° 972.70+43.392 1011.02+25.342
Sase (U/mL) 14.25+1.19P 875.46+48.14° 834.28+39.912
I/S orant 2.64+0.29° 1.11£0.01° 1.22+0.09°
Protein (mg/mL) 0.04+0.003° 0.31+0.004% 0.34+0.01?
Slase (U/mg) 975.04+102.95°  3146.28+177.44*  3008.21+22.76°
SSase (U/mg) 369.81+1.18° 2832.10+189.09°  2488.24+199.89°
Qiase (U/mL/giin) 9.53+2.26" 136.33+16.60° 158.49+39.69°
Qyeker (g/L/giin) 5.83+0.16° 6.32+0.122 6.18+0.502
SUY (%) 93.59+1.55% 94.22+0.612 94.54+0.342
pH 2.12+0.02° 6.17+0.082 6.30+0.122

Ayni satirda farkls harfleri tasiyan degerler arasindaki fark 6nemlidir (P<0.05).

Diger yandan, Besiyeri B ve Besiyeri C ile gerceklestirilen fermentasyonlardan
hesaplanan kinetik degerler son derece benzerlik gostermis olup istatistiksel olarak bir
farklilik bulunmamistir (P>0.05). Besiyeri C’den elde edilen ham enzim soliisyonunda
Besiyeri B’ye gore daha fazla protein miktar1 tespit edildigi i¢in (P>0.05) Slase ve
SSase aktiviteleri nispeten diigiikk hesaplanmistir (P>0.05). Ancak, Besiyeri C ile
nispeten daha yiiksek I/S orani, lase aktivitesi ve Qiase degerleri elde edilmistir
(P>0.05). Besiyeri B ve C’den hesaplanan I/S oranmin 10%’den daha biiyiik olmas1
iretilen enzimin iniilinaz dogasinda oldugunu gostermektedir (sirasiyla 1.11 ve 1.22,
P>0.05). Bununla beraber her iki besiyerindeki (Besiyeri B ve C) sekerin neredeyse
tamamina yakinimnin (%94’tin iizerinde) mikroorganizma tarafindan sorunsuzca
tiketilmis oldugu da hesaplanmistir (P>0.05). Fermentasyonlarin sonunda elde edilen
fermente sivilarin pH degerleri de birbirine benzerlik gostermis olup 6.0-6.30 arasinda
belirlenmistir (P>0.05). Sonug¢ olarak, Besiyeri B ve C’den hesaplanan Kkinetik
parametre degerlerinde ©6nemli bir farkliligin belirlenmemesi, amonyum nitratin
nispeten dogrulama denemelerinde de negatif etki gostermesi ve ekonomik olarak
Besiyeri C’nin Besiyeri B’ye gore daha uygun olmasi nedeniyle Besiyeri C’nin PBD ile
belirlenen optimum besiyeri oldugu sonucuna ulasilmistir. Ayrica, besiyeri
kompozisyonunda kullanilan maya ekstrakti (G) ve peptonun (J) lase aktivitesi iizerinde
“onemli degiskenler” oldugu belirlenmistir.

4.4. Besiyeri Bilesimindeki Onemli Degiskenlerin MKD ile Optimizasyonu
PBD ile besiyeri optimizasyonunda lase aktivitesi lizerine dnemli degiskenler

olarak maya ekstrakti ve pepton bulunmustur. Sekil 4.10°da besiyerinde maya ekstrakti
ve pepton konsantrasyonunun artmast ile birlikte lase aktivitesinin de arttif
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goriilmektedir. Bu nedenle her iki bilesenin MKD’de kullanilmak tizere minimum
konsantrasyonu (-a degeri = -1.41421), PBD’nin maksimum konsantrasyonu olan %1
olarak belirlenmis olup maksimum degerleri (+a degeri = +1.41421) ise literatiirden %5
olarak belirlenmistir. Alfa degerleri (a) agisindan degisen her bir degiskenin seviyeleri
Cizelge 4.10°da verilmis olup merkez nokta degerleri 3 tekerriirlii olarak caligilmistir.
Cizelge 4.10°daki bagimsiz degiskenlerin seviyesi Design Expert® Istatistik programina
yerlestirildiginde Cizelge 4.11°deki deneme deseni elde edilmis olup bagimsiz
degiskenlerin verilen konsantrasyonlarma gore besiyeri igerikleri hazirlandiktan sonra
(100 mL) baslangi¢ pH degerleri 4 N NaOH ve HCl ile 5.0’a ayarlanmustir.

Cizelge 4.10. Her bir degiskenin MKD seviyesi

Kodlanmis degerler ve ilgili konsantrasyonlari

Bagimsiz degiskenler  —37725" "N 1 Merkeznokta (0) +1  +1.41421 (+a)

Maya ekstrakti (%) 1 1.59 3 441 5
Pepton (%) 1 1.59 3 4.41 5

Hazirlanan besiyerleri sterilize edilip (121.1°C’de 15 dakika) oda sicakligina
sogutulduktan sonra A. niger spor siispansiyonundan %2 (h/h) oraninda inokiilasyon
yapilmis ¢alkalamali inkiibatoriin karigtirma hizi ve sicakligi 200 dev/dk ve 30°C’ye
ayarlandiktan sonra 15 giin boyunca fermentasyona birakilmistir. Fermentasyonun
baslatildigi saatte her giin 6rnek(ler) alinmis olup analiz anmna kadar +4°C’de
saklanmistir. Ornekler, kalinti seker konsantrasyonu ve lase analizleri agisindan
degerlendirilmistir. Bununla beraber, en yiiksek lase aktivitesine sahip 6rneklerin Sase
aktiviteleri ve protein miktarlar1 da belirlenmis olup I/S orani, Slase ve SSase
aktiviteleri belirlenmistir. Ayrica fermentasyonun sonunda biyokiitle ve pH analizleri de
yapilmistir. Ote yandan Qgeker, Qlase V& SUY Kinetik parametreleri de hesaplanmistir.
MKD’nin 6nermis oldugu besiyeri kompozisyonlarinda gergeklestirilen fermentasyon
denemelerinden elde edilen degerler arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir farkliligin
olup olmadigt da Duncan Coklu Karsilastirma Testi ile belirlenmistir.
Fermentasyonlardan elde edilen deneysel sonuglar, model tarafindan tahmin edilen
sonuglar ve sonuclar arasindaki farki gosteren tablolar sirasiyla Cizelge 4.12, Cizelge
4.13 ve Cizelge 4.14’te sunulmustur.

Cizelge 4.11. MKD deneme deseni

Deneme Maya ekstrakti (G, %) Pepton (J, %)
1 1 3
2 3 1
3 5 3
4 3 3
5 3 5
6 1.59 4.41
7 4.41 1.59
8 3 3
9 1.59 1.59
10 3 3
11 4.41 4.41
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4.4.1. Maya ekstrakti konsantrasyonunun fermentasyon iizerine etkisi

Cizelge 4.12°den Deneme#3 ve 4 incelendiginde besiyerinde pepton
konsantrasyonu %3’te sabit tutulmus olup maya ekstraktinin konsantrasyonu %3’ten
%5’¢ artinlmistir. Elde edilen sonuglara gore, besiyerinde maya ekstrakti
konsantrasyonunun artmasiyla birlikte lase, Sase, protein miktari, SSase, X, Qgeker,
Qiaseve SUY degerlerinde artis saglanmistir. Ancak, istatistiksel olarak yalnizca protein
miktar1 ve X degerleri arasinda 6nemli bir farklilik tespit edilmistir (P<0.05). Diger
yandan, maya ekstrakti konsantrasyonunun artmasiyla I/S orani, Slase ve pH
degerlerinde azalma saptanmis olup degerler arasinda anlamhi bir farklilik
belirlenmemistir (P>0.05).

Bununla beraber, Deneme#7 ve 9 ile gerceklestirilen fermentasyonlarin
sonucunda hesaplanan kinetik degerler, Cizelge 4.12°de gosterilmistir. Deneme#7 ve 9
da pepton konsantrasyonu sabit tutulmus olup (%1.59) besiyerinde kullanilan maya
ekstrakti konsantrasyonu ise %1.59’dan (Deneme#9) %4.41’e (Deneme#7) artirilmustir.
Elde edilen sonuclara gore, besiyerinde maya ekstrakti konsantrasyonunun artmasi ile
lase ve X degerlerinde 6nemli 6l¢giide bir artig saglanirken (P<0.05) Sase, I/S orant,
protein miktari, Slase, pH, Qyeker V& Qiase degerleri ise nispeten artmistir (P>0.05). Diger
yandan, SSase ve SUY degerlerinde ise besiyerinde maya ekstrakti konsantrasyonunun
azalmasi ile artig saglanmis olup SSase degerleri arasinda istatistiksel olarak bir farklilik
belirlenmezken (P>0.05) SUY degerleri arasinda 6nemli bir farklilik bulunmustur
(P<0.05).

Ote yandan, pepton konsantrasyonu %4.41°de sabit tutulmus olup (Deneme#6 ve
11) besiyerindeki maya ekstraktinin konsantrasyonu %1.59°dan %4.41’¢ artirilmustir.
Sonuglar, lase, I/S orani, Slase, X ve Qyerer degerlerinde artigin oldugunu gostermistir.
Ancak, yalnizca I/S oranindaki artisin istatistiksel anlamda 6nemli oldugu belirlenmistir
(P<0.05). Bununla beraber, besiyerinde maya ekstrakti konsantrasyonunun artmasi ile
birlikte Sase, protein miktari, SSase, pH, Qiase Ve SUY degerlerinde azalma s6z
konusudur. Bunlarin arasindan Sase, SSase ve SUY degerlerindeki degisimin istatistiksel
olarak 6nemli oldugu belirlenmistir (P<0.05) (Cizelge 4.12).

Besiyerinde kullanilan pepton konsantrasyonu %3 te sabit tutuldugunda ve maya
ekstrakti konsantrasyonu %21’den %3’e artirildiginda (Deneme#1 ve 10), s6z konusu
degerlerin nasil degistigi Cizelge 4.12°de gosterilmistir. Soyle ki; lase, I/S orani, protein
miktar1, X, pH ve Qiase degerlerinde nispeten bir artig belirlenmistir (P>0.05). Aksine,
kullanilan maya ekstraktindaki artis ile birlikte Sase, Slase, SSase, Qgerer Ve SUY
degerlerinde nispeten bir diisiis tespit edilmis olup degerler arasindan anlamli bir
farklilik ~ yoktur (P>0.05). Ozetle, fermentasyon ortaminda maya ekstrakti
konsantrasyonunun artirilmasi ile birlikte PBD’de oldugu gibi s6z konusu degerlerde

genellikle bir artigin oldugundan s6z etmek miimkiindiir.
4.4.2. Pepton konsantrasyonunun fermentasyon iizerine etkisi
Deneme#2 ve Deneme#8 incelendiginde fermentasyon ortaminda maya

ekstraktinin konsantrasyonu %3’te sabit tutulmus olup pepton konsantrasyonu %1 den
(Deneme#2) %3’e (Deneme#8) artirllmistir. Fermentasyon sonuglar incelendiginde
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yalmizca I/S oraninda ve biyokiitle konsantrasyonunda artis saglanmistir (P>0.05).
Ancak, besiyerinde pepton konsantrasyonunun artmasi ile birlikte lase, Sase, protein
miktari1, Slase, SSase, pH, Qgeker, Qlase V& SUY degerlerinin azaldigi tespit edilmis olup
lase, Sase ve SSase degerleri arasinda da anlamli bir farklilik bulunmustur (P<0.05)
(Cizelge 4.12).

Besiyerindeki pepton konsantrasyonu %1.59°dan %4.41°e artirildiginda maya
ekstraktt konsantrasyonu %1.59°da sabit tutulmustur (Deneme#6 ve 9). Elde edilen
sonuglara gore lase, protein miktari, X, pH ve Qiase degerlerinde nispeten artma
goriiliirken (P>0.05) I/S orani degerlerinde 6nemli bir artig tespit edilmistir (P<0.05).
Ote yandan, fermentasyon ortaminda pepton konsantrasyonunun artirilmasi ile birlikte
Sase, Slase ve Qerer degerlerinde nispeten bir azalma tespit edilmistir (P>0.05).
Bununla beraber, SSase ve SUY degerlerinde de istatistiksel olarak onemli 6lgiide bir
diisiis belirlenmistir (P<0.05) (Cizelge 4.12).

Fermentasyon ortaminda maya ekstraktinin konsantrasyonu %4.41°de sabit
tutulmus olup pepton konsantrasyonu ise %1.59’dan %4.41°e artirllmistir (Deneme#7
ve 11). Fermentasyon sonuglari incelendiginde istatistiksel anlamda yalnizca I/S
oraninda onemli artis saglanirken (1.42 kat, P<0.05) Qqeker degerinde gok az bir artig
saglandigr belirlenmistir (P>0.05). Diger yandan lase, Sase, SSase ve pH degerlerinde
istatistiksel olarak 6nemli 6l¢ilide azalma saptanirken (P<0.05) protein miktari, Slase, X,
Qiase Ve SUY degerlerinde azalma belirlenmistir (P>0.05) (Cizelge 4.12).

Ek olarak, Deneme#2 ve Deneme#5 incelendiginde, besiyerinde maya ekstrakti
konsantrasyonu %3’te sabit tutulmus olup pepton konsantrasyonu ise %1’den %5’e
artirtlmistir. Fermentasyon ortaminda pepton konsantrasyonunun artmasi ile birlikte
biyokiitle konsantrasyonunda 6nemli Olglide artis saglanmis olup (P<0.05) I/S orant,
protein miktari, pH ve Qgerer degerlerinde ise nispeten artig gorilmistiir (P>0.05).
Ancak, SSase degerleri arasinda pepton konsantrasyonunun artmasi ile birlikte 6nemli
Ol¢iide bir azalma belirlenmistir (P<0.05). Bununla beraber lase, Sase, Slase, Qase Ve
SUY degerlerinde ise istatistiksel olarak anlamsiz sekilde bir diislis gozlemlenmistir
(P>0.05). Ozetlemek gerekirse, genel olarak fermentasyon ortaminda maya ekstrakt:
konsantrasyonunun sabit tutulup pepton konsantrasyonunun artirtlmasi ile birlikte
Cizelge 4.12°deki degerlerde azalmanin oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.12. MKD tarafindan 6nerilen kosullarda gerceklestirilen fermentasyonlarin deneysel sonuglari

lase Sase Protein  Slase SSase X Qseker Qiase SUY

Deneme G (%) J(%) | ymy (wmL) SO (mgmL) (Umg)  (Umg)  @L) PT (e/giin) (UmL/gin) (%)
1 1 3| 839.35° 499220  168°  041° 20435 121679 21.83 528 1109  127.30°  96.79%
2 3 1 |1131.07% 89831 1204  050® 2269.3® 1797.5° 10.53¢ 583  11.60°  17558°  96.42%c
3 5 3 | 91037 681.96%¢ 136%  050% 1843.1% 1366.0%¢ 38870 521° 1038 17753  95.73°
4 3 3 | 795.64° 450989 166%¢  0.33°  22434® 1353500 28075 506 9.77¢  14313° 9465
5 3 5 | 95057 67538 142 (057%  1665.5° 1177.5%0 3528% 584" 1223  15285° 9583
6 159 441 | 86406™ 568.30%0 154% 049 17513% 11438% 2584%¢ 551° 10850  153.79°  96.01*
7 441 159 | 122355° 80256 152¢% 052 2348.4° 15416% 3308% 6.81°  11.61° 18653  95.84°
8 3 3 | 808.04° 594.98%¢ 136%  049%  1687.6° 124380 26.60%¢ 581°  10.60°  128.79°  96.38%
9 159 150 | 86177% 702.42% 1221  043% 20488% 1679.3® 10.81¢ 539 1113 14593  97.17°
10 3 3 | 87292 47474%  191®  048% 1869.5® 9792 2315¢ 601® 1000°  13861°  95.73°
11 441 441 | 87166 40274 216"  047% 1885.1® 869.5¢ 32.41%c 549> 1284  12661°  95.60°
Ortalama 91827 61378 156 047 196867 130622 27.60 574 111 15108 96.01
Std hata 6.72 797 00l 000 218 527 026 002 010 0.90 0.01

Ayni siitunda farkli harfleri tagiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (P<0.05).
Std hata: Standart hata
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Cizelge 4.13. MKD tarafindan 6nerilen kosullarda gerceklestirilen fermentasyonlarin model tarafindan tahmin edilen sonuglar

lase Sase Protein Slase SSase X eker lase SUY
Deneme G (%) J(0) | ymy wmL) SO mgmL)  (Umg)  (Umg) (@L) PH (g/%/giin) (U/n?L/giin) (%)

1 1 3 790.52 52161 152 0.41 1942.17 1341.73 19.92 515 10.62 134.94 96.81

2 3 1 1146.46 902.11 1.24 0.51 225412 1674.69 22.80 6.18 11.73 176.55 96.50

3 5 3 956.62 589.85 1.69 0.48 1995.20 1270.71 35.46 5.61 11.14 164.80 95.67

4 3 3 825,53 506.90 1.64 0.43 1968.68 1306.22 27.69 5.93  10.12 136.84 95.59

5 3 5 932.60 601.87 1.64 0.55 1683.24 937.74 3257 576 12.38 146.78 95.71

6 1.59 441 | 910.76 590.01 1.53 0.50 1748.10 1070.77 25.65 5.72 11.14 151.63 96.07

7 441 159 | 1179.43 85056 1.36 0.53 2189.27 1541.66 29.73 6.34 11.04 193.78 95.82

8 3 3 825,53 506.90 1.64 0.43 1968.68 1306.22 27.69 5.93  10.12 136.84 95.59

9 159 159 | 884.89 669.46 1.40 0.42 2151.77 1591.88 18.74 530 11.43 138.79 97.09

10 3 3 825,53 506.90 1.64 0.43 1968.68 1306.22 27.69 5.93  10.12 136.84 95.59

11 441 441 | 851.12 50541 181 0.50 1785.60 1020.56 36.63 5.32 12.26 138.85 95.72
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Cizelge 4.14. Deneysel ve model tarafindan tahmin edilen sonuglar arasindaki farklar

lase Sase Protein Slase SSase X eker lase SUY

Deneme G (%) J(%0) | (ymiy wmL) "SO™*™ (mgm) (Umg) (Umg) @L) PH (g/%/giin) (U/n?L/giin) (%)
1 1 3 | 4883 2239 016 000 10133 -12503 191 013 047 764 -0.02
2 3 1 | -1539 -380 005  -001 1518 12281 -327 -035  -0.13 097  -0.08
3 5 3 | 4625 9211 -033 002  -152.1 9529 341 -040 -076 1273 0.06
4 3 3 | 2080 5592 002  -010 27472 4728 038 003  -0.35 629  -0.94
5 3 5 | 17.97 7351 -022 002  -17.74 23976 271 008  -0.15 6.07 0.12
6 159 441 | 4670 -21.71 001 001 320 7303 019 -021  -0.29 216 -0.06
7 441 159 | 4412 -4800 016  -001 15913 -0.06 335 047  0.57 725  0.02
8 3 3 | -1749 8808 -0.28 006 -281.08 -6242 -1.00 -0.12  0.48 805  0.79
9 159 159 | -2312 3296 -0.18 001 -10297 8742 107 009  -0.30 7.14 0.08
10 3 3 | 4739 3216 027 005  -99.18 -327.02 -454 008  -0.12 1.77 0.14
11 441 441 | 2054 -10267 035  -003 9950 -151.06 -422 017  0.58 1224 -0.12
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4.4.3.RSM analizi ve besiyeri kompozisyonunun optimizasyonu

Melastan ¢alkalamali inkiibatorde enzim iretimlerinin gergeklestirildigi bu
calismada RSM’nin “Full Quadratic” MKD’si kullanilmigtir. PBD’den fermentasyon
ortaminda kullanilan maya ekstrakti (G, %) ve peptonun (J, %) enzim aktivitesi lizerine
istatistiksel olarak onemli 6l¢iide pozitif yonde etki gosterdigi belirlenmistir. Yapilan
dogrulama fermentasyonlarinin sonucu da bunu gostermistir (Bolim 4.3.3). Dolayisiyla
maya ekstraktinin konsantrasyonu (G, %) ve pepton konsantrasyonu (J, %), MKD’de
kullanilan bagimsiz degiskenler olarak belirlenmistir. Design Expert® programindaki
MKD kullanilarak lase, Sase, I/S orani, protein miktari, Slase, SSase, X, pH, Qgeker, Qlase
ve SUY degerlerinin varyans analizi (ANOVA) (Cizelge 4.15) ve regresyon esitlikleri
(Cizelge 4.16) incelenmistir.

ANOVA sonuglari, lase aktivitesi i¢in modelin giivenilir oldugunu gostermistir
(P=0.0075<0.01). Ayrica, istatistiksel olarak 6nemsiz oldugu belirlenen uyumsuzluk
degeri (Lack of Fit) (P=0.3545>0.05), modelin deneysel veriler ile iyi uyustugunu
gostermistir. Bununla beraber, lase aktivitesi i¢in G, J, GxJ ve JxJ model terimlerinin
de istatistiksel olarak onemli oldugu bulunmus olup (P<0.05) GxG interaksiyonunun
onemsiz oldugu saptanmistir (P>0.05). Aspergillus niger A42 (ATCC 204447) ile
gerceklestirilen fermentasyonlardan elde edilen lase aktivitesine ait esitligin (Cizelge
4.16) R?, diizeltilmis R?, tahmin edilen R? ve yeterli hassasiyet degerleri sirasiyla 0.93,
0.85, 0.56 ve 10.09 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.15). Bu da; 6rnek varyasyonlarinin
%93’iiniin model tarafindan tam temsil edildigi anlamina gelmektedir. Tahmin edilen R?
degerinin diizeltilmis R? degerine yakin olmamasi, genis bir blok etkisini gosterir.
Yeterli hassasiyet degeri, sinyalin sese oranini 6l¢er. Bu oranin 4’ten biiyiik olmasi
istenir. lase aktivitesinin yeterli hassasiyet degerinin 4’ten biiyiik olmasi, yeterli bir
sinyalin oldugunu gosterir ve dolayisiyla model, tasarim alanmi yonlendirmek igin
kullanilabilir.

Diger yandan, Sase aktivitesinin ANOVA sonuglarina gére modelin istatistiksel
olarak onemsiz olmasinin yam sira G, GxJ, GXG model terimlerinin de istatistiksel
olarak dnemsiz oldugu anlasilmistir (P>0.05). Ancak J ve JxJ model terimlerinin %95
giivenlik seviyesinde istatistiksel olarak onemli oldugu belirlenmistir (P<0.05). Ote
yandan, istatistiksel olarak onemsiz Lack of Fit degeri (P=0.4051>0.05), modelin
deneysel veriler ile uyustugunu gostermistir. Fermentasyonlardan elde edilen Sase
aktivitesine ait model denkleminin (Cizelge 4.16) R?, diizeltilmis R?, tahmin edilen R?
ve yeterli hassasiyet ile ilgili degerleri sirasiyla 0.83, 0.66, 0.03 ve 5.95 olarak
saptanmistir (Cizelge 4.15). Bu da; 6rnek varyasyonlarinin %83 iiniin model tarafindan
tam temsil edilmistir. Tahmin edilen R? degerinin diizeltilmis R? degerine yakin
olmamasi, genis bir blok etkisini gosterir. Sase aktivitesine ait yeterli hassasiyet
degerinin (5.95) 4’ten biiylik olmasi, yeterli bir sinyalin oldugunu gosterdigi i¢in model,
tasarim alanini yonlendirmek icin kullanilabilir.

I/S oraninin ANOVA sonuglari, modelin ve diger model terimlerinin istatistiksel
olarak Onemsiz oldugunu gostermistir (P>0.05). Ancak, istatistiksel olarak 6nemsiz
Lack of Fit degeri (P=0.4025>0.05), Cizelge 4.16’daki I/S oram ile ilgili modelin
deneysel verileri ile uyustugunu géstermistir. Bu denklemin R?, diizeltilmis R?, tahmin
edilen R? ve yeterli hassasiyet ile ilgili degerleri sirastyla 0.34, -0.31, -2.73 ve 2.37
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olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.15). Sonuglara gore, 6rnek varyasyonlarinin %34’ {inii
model tam olarak temsil etmistir. Negatif "tahmin edilen R?" degeri, ¢alismadan elde
edilen deneysel sonucglarin mevcut modelden daha iyi bir tahmin edici oldugunu
gosterir. Bununla beraber, sinyalin sese oraninin 4’ten kii¢lik olmasi (2.37), yetersiz bir
sinyalin oldugunu ve bu modelin tasarim alanini yonlendirmek i¢in kullanilmamasi
gerektigini gosterir. Benzer sonuglar protein miktari, pH ve SUY i¢in de elde edilmis
olup model ve model parametreleri istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur (P>0.05).
Lack of Fit degerlerinin de istatistiksel olarak onemsiz oldugu tespit edilmis olup
modellerin (Cizelge 4.16) deneysel veriler ile uyustugunu gostermistir (sirasiyla
P=0.9629, 0.0518 ve 0.9943>0.05). Model denklemlere ait R?, diizeltilmis R?, tahmin
edilen R? ve yeterli hassasiyet ile ilgili degerleri sirasiyla protein miktari igin 0.55, 0.10,
-0.26 ve 3.02, pH i¢in 0.69, 0.38, -1.14 ve 4.59 ve SUY icin 0.65, 0.30, 0.16 ve 3.62
olarak belirlenmistir (Cizelge 4.15). Sonuglar, protein miktari, pH ve SUY’a ait 6rnek
varyasyonlarinin sirasiyla %55, %69 ve %65’inin modeller tarafindan tam temsil
edildigini goéstermistir. Ayrica, protein miktar1 ve pH i¢in belirlenen negatif tahmin
edilen R? degerleri, genel ortalama degerlerin mevcut modelden daha iyi bir tahmin
edici oldugunu gostermistir. Ote yandan pH igin tespit edilen 4’ten biiyiik yeterli
hassasiyet degeri ile (4.59) modelin tasarim alanini yonlendirmek i¢in kullanilabilir
oldugu belirlenmistir. Bununla beraber, SUY icin tahmin edilen R? degerinin 0.16)
diizeltilmis R? degeri (0.30) ile kabul edilebilir anlagsma igerisinde oldugu anlasilmistir.

Diger yandan, Slase, SSase ve Qgeker degerlerine ait ANOVA sonuglari ve
regresyon esitlikleri sirastyla Cizelge 4.15 ve Cizelge 4.16’da sunulmustur. Elde edilen
sonuglara gére modellerin istatistiksel olarak dnemsiz oldugu bunun yani sira Slase ve
SSase i¢in yalnizca J model teriminin, Qgerer i¢in yalnizca JxJ intraksiyonunun
istatistiksel olarak ©nemli oldugu belirlenmis olup (P<0.05) geri kalan model
terimlerinin ve Lack of Fit degerlerinin (sirasiyla P=0.8304, 0.6420 ve 0.2580>0.05)
istatistiksel olarak 6nemsiz oldugu tespit edilmistir. Bununla beraber, istatistiksel olarak
onemsiz Lack of Fit degerleri, modellerin deneysel verilerle uyumlu oldugunu
gostermistir. Model denklemlerinin R?, diizeltilmis R?, tahmin edilen R? ve yeterli
hassasiyet degerleri sirastyla Slase i¢in 0.60, 0.19, -0.51 ve 3.59, SSase i¢in 0.81, 0.62,
0.12 ve 6.16 ve Qqyeker icin 0.76, 0.53, -0.47 ve 4.79 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.15).
Modellerin R%degeri 6rnek varyasyonlarinin sirasiyla %60, %81 ve %76 sinin modeller
tarafindan tam temsil edildigini gostermektedir.

Slase ve Qeker icin belirlenen negatif tahmin edilen R? degerleri, genel ortalama
degerlerin mevcut modelden daha iyi bir tahmin edici oldugunu gostermistir. Bununla
beraber SSase icin tahmin edilen R? degerinin diizeltilmis R? degerine yakin olmamasi
nedeniyle genis bir blok etkisi gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica Slase’e ait modelde
sinyalin sese orani 4’ten kiiclik oldugu i¢in (3.59) model, tasarim alanin1 yonlendirmek
i¢in kullanmilmamalidir. Ote yandan, SSase ve Queker icin belirlenen yeterli hassasiyet
degerlerinin 4’ten biiylik olmasi (sirasiyla 6.16 ve 4.79) yeterli bir sinyalin oldugunu
gosterdigi i¢in modellerin tasarim boslugunu yonlendirmek i¢in kullanilabilir oldugu
belirlenmistir.
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Cizelge 4.15. MKD tarafindan 6nerilen kosullarda gerceklestirilen fermentasyonlardan elde edilen sonuglarin varyans analizi

66

Kaynak lase (U/mL) Sase (U/mL) 1/S oram Protein miktar1 (mg/mL)
KT SD KO P KT KO P KT KO P KT KO P

Model 169679.1 5 33935.8 0.0075~  198088.8 39617.8 0.0537  0.27 0.05 0.7507 0.022 0.004 0.4195
G 27591.1 1 27591.1 0.0244" 4656.8 4656.8 0.4837  0.03 0.03 0.6308 0.005 0.005 0.2985
J 45732.8 1 45732.8 0.0094™  90144.8 90144.8 0.0209° 0.16 0.16 0.2661 0.001 0.001 0.5498
GxJ 313609 1 31360.9 0.0194" 17649.1 17649.1 0.201 0.03 0.03 0.6414 0.003 0.003 0.4023
GxG 3257.7 1 3257.7 0.3239 3366.7 3366.7 0.5486  0.00 0.00 0.8968 0.000 0.000 0.8087
IxJ 64651.2 1 64651.2 0.0046~  84802.6 84802.6 0.0233" 0.06 0.06 0.4908 0.012 0.012 0.1258
Artik hata 13612.1 5 27224 40726.2 8145.2 0.52 0.10 0.018 0.004

Uyum eksikligi  10166.9 3 3389.0 0.3545 28806.8 9602.3 0.4051  0.37 0.12 0.4025 0.002 0.001 0.9629
Saf hata 34451 2 17226 11919.4 5959.7 0.15 0.08 0.016  0.008

Toplam 183291.2 10 238815.0 0.80 0.040

R? 0.93 0.83 0.34 0.55

Diiz. R? 0.85 0.66 -0.31 0.1

Tah. R? 0.56 0.03 -2.73 -0.26

Yet. hassasiyet 10.09 5.95 2.37 3.02

KT: Kareler toplami, SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, Diiz. R?: Diizeltilmis R?, Tah.R?: Tahmin edilen R?, Yet. hassasiyet: Yeterli hassasiyet
*P<0.01 ve *P<0.05, istatistiksel olarak énemlidir.

Devami Arkada
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Cizelge 4.15’in devamui
Kaynak Slase (U/mg) SSase (U/mg) X (g/L) pH

KT KO P KT KO P KT KO P KT KO P
Model 341279.0 68255.8 0.3404 644936.5 128987.3 0.0671 368.8 73.8 0.0267" 1.40 0.28 0.1975
G 2812.2 2812.2 0.8151 5043.0 5043.0 0.6982 241.3 241.3 0.0051™ 0.21 0.21 0.2490
J 325907.9 325907.9 0.0453°  543096.9 543096.9 0.0080™" 95,5 955 0.0304" 0.18 0.18 0.2879
GxJ 6872.4 6872.4  0.7159 4664.9 4664.9  0.7090 11.2 112 0.3519 0.52 0.52 0.0967
GxG 1862.8 1862.8  0.8489 4872.1 4872.1  0.7030 20.7 20.7 0.2217 0.43 0.43 0.1222
IxJ 5154.6 5154.6  0.7522 91725.0 91725.0 0.1401 1.1 1.1 0.7594 0.00 0.00 0.9023
Artik hata 231539.7 46307.9 149346.6  29869.3 53.3 10.7 0.62 0.12
Uyum eksikligi ~ 70938.9 23646.3 0.8304 75297.3 25099.1 0.6420 404 135 0.3397 0.60 0.20 0.0518
Saf hata 160600.8 80300.4 74049.2  37024.6 129 64 0.02 0.01
Toplam 572818.8 794283.1 422.1 2.02
R? 0.60 0.81 0.87 0.69
Diiz. R? 0.19 0.62 0.75 0.38
Tah. R? -0.51 0.12 0.25 -1.14
Yet. hassasiyet 3.59 6.16 8.24 4.59

KT: Kareler toplami, SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, Diiz. R?: Diizeltilmis R?, Tah.R?: Tahmin edilen R?, Yet. hassasiyet:

*P<0.01 ve *P<0.05, istatistiksel olarak énemlidir.

Yeterli hassasiyet

Devami Arkada
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Cizelge 4.15’in devamui

TOT

Kaynak Qgeker (g/L/giin) Qiase (U/mL/giin) SUY (%)
KT KO P KT KO P KT KO P

Model 6.59 1.32 0.1116 3846.8 769.4 0.0338" 2.92 0.58 0.2580
G 0.27 0.27 0.4536 891.6 891.6 0.0442" 1.31 1.31 0.0970
J 0.42 0.42 0.3545 886.3 886.3 0.0446" 0.62 0.62 0.2186
GxJ 0.57 0.57 0.2899 1148.5 1148.5 0.0290" 0.21 0.21 0.4500
GxG 0.80 0.80 0.2199 239.4 239.4 0.2247 0.60 0.60 0.2247
IxJ 5.27 5.27 0.0156" 869.8 869.8 0.0460" 0.38 0.38 0.3218
Artik hata 2.04 0.41 624.0 124.8 1.58 0.32

Uyum eksikligi 1.67 0.56 0.2580 516.5 172.2 0.2469 0.05 0.02 0.9943

Saf hata 0.37 0.18 107.5 53.7 1.53 0.76
Toplam 8.63 4470.9 4.49
R? 0.76 0.86 0.65
Diiz. R? 0.53 0.72 0.30
Tah. R? -0.47 0.12 0.16
Yet. hassasiyet 4.79 7.13 3.62

KT: Kareler toplam1, SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, Diiz. R?: Diizeltilmis R?, Tah.R?: Tahmin edilen R?, Yet. hassasiyet: Yeterli hassasiyet
*P<0.01 ve *P<0.05, istatistiksel olarak énemlidir.
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Cizelge 4.16. Yanitlarin regresyon analizi ile elde edilen quadratik esitlikleri

Yanit Sabit G J GxJ GxG JxJ
lase (U/mL) 825,53 58.73 -75.61 -88.55 24.02 107.00
Sase (U/mL) 506.90 24.13 -106.15 -66.43 24.42 122.54
I/S orami 1.64 0.06 0.14 0.08 -0.02 -0.10
Protein miktar1 (mg/mL) 0.43 0.02 0.01 -0.03 0.01 0.05
Slase (U/mg) 1933.50 18.75 -201.84 -41.45 18.16 30.21
SSase (U/mg) 1192.17 -25.11 -260.55 -34.15 29.37 127.45
X (g/L) 25.97 5.49 3.45 -1.68 1.92 0.44
pH 5.93 0.16 -0.15 -0.36 -0.28 0.02
Qyerer (g/L/glin) 10.12 0.18 0.23 0.38 0.38 0.97
Qiase (U/mL/giin) 136.84 10.56 -1053 -16.95 6.51 1241
SUY (%) 95.59 -0.40 -0.28 0.23 0.33 0.26

Biyokiitle konsantrasyonu (X) ve Qiase igcin ANOVA sonuglar1 ve regresyon
esitlikleri sirasiyla Cizelge 4.15 ve Cizelge 4.16°da gosterilmistir. ANOVA sonuglarina
gore, modellerin X ve Qiase i¢in gilivenilir oldugunu tespit edilmistir (sirasiyla
P=0.00267 ve 0.0338<0.05). Diger yandan, X’in varyans analizinde G ve J model
terimlerinin istatistiksel olarak 6nemli oldugu, Qiase’in varyans analizinde ise G, J, GXJ
ve JxJ model terimlerinin istatistiksel olarak 6nemli oldugu saptanmistir. Ayrica, X ve
Qiase icin istatistiksel olarak onemsiz Lack of Fit degerleri (sirasiyla P=0.33397 ve
0.2469>0.05), modellerin deneysel veriler ile olduk¢a iyi uyustugunu gostermistir.
Fermentasyonlardan elde edilen X ve Qiase’e ait model esitliklerinin (Cizelge 4.16) R?,
diizeltilmis R?, tahmin edilen R? ve yeterli hassasiyet degerleri sirasiyla X igin 0.87,
0.75, 0.25 ve 8.24 ve Qjase icin 0.86, 0.72, 0.12 ve 7.13 olarak saptanmistir (Cizelge
4.15). Modellerin R? degeri, ornek varyasyonlarinin sirastyla %87 ve %86 smin
modeller tarafindan tam temsil edildigini gostermektedir. X ve Qjase i¢in tahmin edilen
R? degerlerinin diizeltilmis R? degerlerine yakin olmamasi, genis bir blok etkisini
gostermektedir. X ve Qiase icin yeterli hassasiyet degerinin 4’ten biiylik olmasi, yeterli
bir sinyalin oldugunu gosterir ve dolayisiyla X ve Qjase i¢in dnerilen modellerin tasarim
boslugunu yonlendirmek i¢in kullanilabilir oldugu ortaya konmustur.

4.4.4.U¢ boyutlu (3D) yiizey grafikleri

Maya ekstraktt ve pepton konsantrasyonunun fermentasyon sonuclari (lase,
Sase, I/S orani, protein miktari, Slase, SSase, X, pH, Qseker, Qlase Ve SUY) {lizerine
etkilerinin gorsel olarak daha kolay anlagilabilmesi amaciyla elde edilen modeller
kullanilarak ti¢ boyutlu (3D) cevap yiizey grafikleri olusturulmustur (Sekil 4.17-4.27).
Bu grafikler, iki degiskenin yanit iizerine sonsuz sayida kombinasyonunu Vverir.
Asagida, maya ekstrakti ve pepton konsantrasyonunun yanitlar {izerine etkisini gosteren
3D yiizey grafikleri sunulmus ve agiklanmastir.

Sekil 4.17°de lase aktivitesi lizerine, Sekil 4.18’de Sase aktivitesi lizerine maya
ekstrakti ve pepton konsantrasyonunun etkisini gosteren 3D cevap yiizey grafikleri
gosterilmistir. 3D yiizey grafiklerinden de anlasildig1 iizere fermentasyon ortaminda
pepton konsantrasyonu %3 diizeylerinde ve maya ekstrakti konsantrasyonu ise %1
seviyelerinde oldugunda en diisiik lase ve Sase aktiviteleri elde edilmistir. Bununla
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beraber, pepton ve maya ekstrakti konsantrasyonu %5 oldugunda da diisiik lase ve Sase
aktiviteleri tespit edilmistir. Ote yandan, maksimum lase ve Sase aktiviteleri pepton
konsantrasyonu ve maya ekstrakti konsantrasyonu sirasiyla %1 ve %S5 oldugunda
Olciilmiistiir. Ayrica, maya ekstrakti ve pepton konsantrasyonu sirasiyla %1 ve %5
oldugunda da enzim aktivitesinde nispeten artis saglanmistir. Su halde, besiyerinde
pepton konsantrasyonu minimum ve maya ekstrakti konsantrasyonu maksimum
diizeyde oldugunda en yiiksek lase ve Sase aktiviteleri elde edilmistir (Sekil 4.17 ve
Sekil 4.18).

Design-Expert® Software
lase (U/mL)
I 1223.55

795.64
X1 = A: Maya ekstrakti (%) 1460
X2 = B: Pepton (%)

lase (U/mL)

A: Maya ekstrakti (%)

100" 1.00

Sekil 4.17. lase aktivitesi {izerine maya ekstraktir ve pepton konsantrasyonunun etkisini
gosteren 3D cevap ylizey grafigi

Design-Expert® Software
Sase (U/mL)
I 898.31

402.74
X1 = A: Maya ekstrakti (%)
X2 = B: Pepton (%)

Sase (U/mL)

A: Maya ekstrakti (%)

B: Pepton (%)
100 500

Sekil 4.18. Sase aktivitesi lizerine maya ekstrakti ve pepton konsantrasyonunun etkisini
gosteren 3D cevap ylizey grafigi

103



BULGULAR VE TARTISMA M. GERMEC

I/S oram {izerine fermentasyon ortamina eklenen maya ekstrakti ve pepton
konsantrasyonunun etkisi, Sekil 4.19°da sunulmustur. Sekil 4.19’a gore fermentasyon
ortaminda maya ekstrakti konsantrasyonu minimum diizeyde (%1) ve pepton
konsantrasyonu %3-4 seviyelerine kadar arttiginda I/S oraninda artis saglanmustir.

Design-Expert® Software
I/S orani
I 2.16
122
X1 = A: Maya ekstrakti (%) 22
X2 = B: Pepton (%)

I/S orani

B: Pepton (%) A: Maya ekstrakti (%)

1.007 100

Sekil 4.19. I/S oram lizerine maya ekstrakti ve pepton konsantrasyonunun etkisini
gosteren 3D cevap yiizey grafigi

Ancak, pepton konsantrasyonu %3-4’ten %5’e arttiginda ise I/S oraninda azalma tespit
edilmistir. Ote yandan, pepton konsantrasyonu minimum diizeyde oldugunda ve maya
ekstraktt konsantrasyonu %]1’den %5’e artirildiginda ise I/S oraninda nispeten bir
azalma belirlenmistir. Ancak pepton konsantrasyonu maksimum seviyede oldugunda ve
maya ekstrakti konsantrasyonu %]1°’den %5’e artirildiginda da I/S oraninda artig
saglanmistir.  Diger yandan fermentasyon ortamindaki maya ekstraktinin
konsantrasyonu %5’te sabit tutuldugunda ise pepton konsantrasyonunun %]1’den %5’e
artirllmasiyla I/S oraninda 6nemli 6l¢iide azalan oranda artis saglanmistir. Bununla
beraber, besiyerine maksimum diizeyde maya ekstrakti ve pepton ilave edildiginde
maksimum I/S orani elde edilirken, fermentasyon ortamina maksimum diizeyde maya
ekstraktt ve minimum diizeyde pepton ilave edildiginde ise minimum I/S orani elde
edilmistir (Sekil 4.19).

Sekil 4.20°de protein miktar1 lizerine maya ekstrakti ve pepton
konsantrasyonunun etkisini gosteren 3D yiizey grafigi gosterilmistir. Olusan proteinin
minimum diizeyleri fermentasyon ortaminda %1 maya ekstrakti ve %?2-3 civarinda
pepton konsantrasyonu oldugunda tespit edilmistir. Ayrica, maya ekstrakti
konsantrasyonu %1’de sabit tutuldugunda pepton konsantrasyonu %2-3’ten %5’e
artirldiginda ve %1’e azaltildiginda protein miktarinda artis saglanmistir. Bununla
beraber, pepton konsantrasyonu %J1’de sabit tutuldugunda maya ekstrakt
konsantrasyonunun artmasi ile birlikte fermentasyon ortaminda olusan protein miktar
artmistir. Ote yandan pepton konsantrasyonu %5’te sabit tutuldufunda ve maya
ekstrakti konsantrasyonu %1'den %5'e artirildiginda protein miktarinda nispeten azalma
belirlenmistir. Diger yandan, fermentasyon ortamina eklenen maya ekstrakti
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konsantrasyonu %5’te sabit tutuldugunda ve pepton konsantrasyonu %3 oldugunda
protein miktarmin azaldigi, pepton konsantrasyonu %3’ten %5’e artirildiginda ve
%3’ten %1’e disiiriildiiglinde protein miktariin arttii tespit edilmistir. Sonug¢ olarak
maksimum protein seviyeleri, pepton konsantrasyonu maksimum ve maya ekstrakti
konsantrasyonu minimum diizeyde oldugunda ve ayrica pepton konsantrasyonu

minimum ve maya ekstrakti konsantrasyonu maksimum oldugunda belirlenmistir (Sekil
4.20).

Design-Expert® Software

Protein miktari (mg/mL)
0.57

0.33

X1 = A: Maya ekstrakti (%)
X2 = B: Pepton (%)

Protein miktari (mg/mL)

A: Maya ekstrakti (%) 2.00

B: Pepton (%)
100 500

Sekil 4.20. Protein miktar1 {izerine maya ekstrakti ve pepton konsantrasyonunun etkisini
gosteren 3D cevap ylizey grafigi

Maya ekstrakti ve pepton konsantrasyonunun Slase aktivitesi iizerine etkisi,
Sekil 4.21°de incelenmistir. Besiyerinde maya ekstrakti konsantrasyonu %1’°de sabit
tutuldugunda pepton konsantrasyonunun %5’ten %1’e azaltilmasi ile Slase aktivitesinde
artis saglanmistir. Ote yandan, pepton konsantrasyonu %1’de sabit tutuldugunda ise
maya ekstrakti konsantrasyonunun %1’den %5’e artirilmast ile Slase aktivitesi nispeten
artmistir. Bununla beraber, fermentasyon ortaminda maya ekstrakti konsantrasyonu
%35’te sabit tutuldugunda ve pepton konsantrasyonu %]1’den %5’e artirildiginda Slase
aktivitesinde dnemli 6l¢iide azalma tespit edilmistir. Ancak besiyerinde maya ekstrakti
seviyesinin %1’den %>5’e artirilmas1 ve pepton konsantrasyonunun %35’te sabit
tutuldugunda ise Slase aktivitesinde herhangi bir artig goriilmemistir. Sonug¢ olarak
maksimum Slase aktivitesi, fermentasyon ortaminda maya ekstrakti ve pepton
konsantrasyonu sirasiyla maksimum ve minimum diizeyde bulundugunda elde
edilmistir. En diisiik Slase aktivitesi ise besiyerinde pepton konsantrasyonu maksimum,
maya ekstraktt konsantrasyonu minimum diizeyde ve ayrica pepton konsantrasyonu

maksimum, maya ekstrakti konsantrasyonu minimum diizeyde oldugunda belirlenmistir
(Sekil 4.21).

105



BULGULAR VE TARTISMA M. GERMEC

Design-Expert® Software
Slase (U/mg)
I 23484

1665.5
X1 = A: Maya ekstrakti (%)
X2 = B: Pepton (%)

Slase (U/mg)

A: Maya ekstrakti (%)

B: Pepton (%)
100 500

Sekil 4.21. Slase aktivitesi iizerine maya ekstrakti ve pepton konsantrasyonunun etkisini
gosteren 3D cevap ylizey grafigi

Sekil 4.22°de SSase aktivitesi lizerine maya ekstrakti ve pepton
konsantrasyonunun etkisini gdsteren 3D yiizey grafigi verilmistir. Fermentasyon
ortaminda pepton konsantrasyonu %1 veya %5’ te sabit tutuldugunda ve maya ekstrakti
konsantrasyonu %]1°’den %5’e artirildiginda SSase aktivitesinde artisin  olmadigi
goriilmektedir.

Design-Expert® Software
SSase (U/mg)
I 1797.5

869.5
X1 = A: Maya ekstrakti (%)
X2 = B: Pepton (%)

SSase (U/mg)

A: Maya ekstrakti (%)

B: Pepton (%)

1.00 5.00

Sekil 4.22. SSase aktivitesi lizerine maya ekstraktt ve pepton konsantrasyonunun
etkisini gosteren 3D cevap ylizey grafigi

Diger yandan, maya ekstrakti konsantrasyonu minimum veya maksimum
diizeyde fermentasyon ortamina eklendiginde (%1 veya %5) ve pepton konsantrasyonu
%1’den %5’e artirildiginda SSase aktivitesinde onemli Ol¢lide azalma goriilmiistiir.
Bununla Dberaber, maksimum SSase aktivitesi besiyerinde maya ekstrakti

106



BULGULAR VE TARTISMA M. GERMEC

konsantrasyonu maksimum ve pepton konsantrasyonu minimum diizeyde eklendiginde
elde edilmistir. Minimum SSase aktivitesi ise besiyerinde hem pepton hem de maya
ekstrakti konsantrasyonu maksimum diizeyde eklendiginde tespit edilmistir (Sekil 4.22).

Biyokiitle lizerine maya ekstrakti ve pepton konsantrasyonunun etkisini gosteren
3D cevap ylizey grafigi, Sekil 4.23’te gosterilmistir. Fermentasyon ortaminda maya
ekstrakti konsantrasyonu %1°de sabit tutuldugunda ve pepton konsantrasyonu %1’den
%5’e artirlldiginda biyokiitle konsantrasyonu Onemli Olgiice artmistir. Besiyerinde
pepton konsantrasyonu %1°de sabit tutuldugunda ve maya ekstraktinin konsantrasyonu
%1’den %5’e artirildiginda da biyokiitle konsantrasyonu onemli Olgiide artmistir.
Bununla beraber, pepton konsantrasyonu %5’te sabit tutuldugunda ve maya ekstrakti
konsantrasyonu %1’den %5’e artirildiginda biyokiitle konsantrasyonunda nispeten artis
saglanmis olup benzer bir sonug, fermentasyon ortaminda maya ekstrakti
konsantrasyonu %5’te sabit tutuldugunda ve pepton konsantrasyonu %1’den %5’e
artirlldiginda da elde edilmistir. Sonug olarak, minimum biyokiitle konsantrasyonu,
besiyerinde pepton ve maya ekstrakti konsantrasyonu minimum diizeyde eklendiginde
tespit edilirken maksimum biyokiitle konsantrasyonu fermentasyon ortamina maksimum
diizeyde maya ekstrakt1 ve pepton ilave edildiginde belirlenmistir (Sekil 4.23).

Design-Expert® Software
X (g/L)
I 38.87

19.53
X1 = A: Maya ekstrakti (%)
X2 = B: Pepton (%)

200

B: Pepton (%) A: Maya ekstrakti (%)

100" 1.00

Sekil 4.23. Biyokiitle iizerine maya ekstrakti ve pepton konsantrasyonunun etkisini
gosteren 3D cevap ylizey grafigi

Sekil 4.24’te pH lizerine maya ekstrakti ve pepton konsantrasyonunun etkisini
gosteren 3D cevap ylizey grafigi verilmistir. Fermentasyon ortamina maya ekstrakti
maksimum diizeyde eklendiginde (%5) ve pepton konsantrasyonu %]1°den %5’e
artinldiginda pH diismiistiir. Ilaveten, besiyerinde pepton konsantrasyonu %1°de sabit
tutuldugunda ve maya ekstrakti konsantrasyonu %1°den %5’ artirildiginda pH’da azalan
oranda bir artig tespit edilmistir. Diger yandan pepton konsantrasyonu %5’ten %1’e
azaltildiginda ve maya ekstrakti konsantrasyonu %1 oldugunda pH’da nispeten azalma
tespit edilmistir. Bununla beraber, fermentasyon ortaminda pepton konsantrasyonu
%>5’te sabit tutuldugunda ve maya ekstrakti %1°den %3’e artirildiginda pH nispeten
artarken %3’ten %5’e artirildiginda ise pH azalmistir. Sonugta maksimum pH degeri
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pepton konsantrasyonu minimum, maya ekstrakti konsantrasyonu maksimum diizeyde
oldugunda belirlenmistir. Minimum pH degeri ise besiyerine minimum pepton ve maya
ekstrakti konsantrasyonu eklendiginde veya maksimum pepton ve maya ekstrakti ilave
edildiginde tespit edilmistir (Sekil 4.24).

Design-Expert® Software
pH
I 6.81

521
X1 = A: Maya ekstrakii (%)
X2 = B: Pepton (%)

pH

A: Maya ekstrakti (%)

B: Pepton (%)

1.00 5.00

Sekil 4.24. pH iizerine maya ekstrakti ve pepton konsantrasyonunun etkisini gosteren
3D cevap yiizey grafigi

Sekil 4.25°te Qyerer lizerine maya ekstrakti ve pepton konsantrasyonunun etkisini
gosteren semsiye seklinde 3D cevap ylizey grafigi gosterilmistir. Sekil incelendiginde
Qyserer’in minimum  seviyeleri fermentasyon ortaminda maya ekstrakti ve pepton
konsantrasyonu %3 oraninda eklendiginde elde edilmistir.

Design-Expert® Software

Qseker (g/L/glin)
12.84

9.77

X1 = A: Maya ekstrakti (%) 142
X2 = B: Pepton (%)

Qseker (g/L/giin)

B: Pepton (%) . A: Maya ekstrakti (%)

1007 1.00

Sekil 4.25. Qyerer lizerine maya ekstrakti ve pepton konsantrasyonunun etkisini gosteren
3D cevap yiizey grafigi
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Diger yandan, besiyerinde maya ekstrakti konsantrasyonu %1 veya %5’te sabit
tutuldugunda ve pepton konsantrasyonu %1’den %2-3 seviyelerine artirildiginda Qgeker
azalirken pepton seviyesi %2-3 dolaylarindan %5’e artirildiginda ise artmistir. Qgeker,
pepton konsantrasyonu %1 veya %5’te sabit tutuldugunda ve maya ekstrakti
konsantrasyonu %1’den %2-3 seviyelerine artirildiginda azalirken %2-3’ten %5’e
artinldiginda ise artmistir. Sonu¢ olarak maksimum Qjgerer degeri, fermentasyon
ortaminda maksimum diizeyde maya ekstrakti ve pepton bulundugunda elde edilmistir
(Sekil 4.25).

Qiase lizerine maya ekstrakti ve pepton konsantrasyonunun etkisini gosteren 3D
cevap ylizey grafigi, sekil 4.26’da sunulmustur. Fermentasyon ortaminda maya
ekstarakt1 seviyesi %1°de sabit tutuldugunda ve pepton konsantrasyonu %1’den %2-3
sevilerine artirildaginda Qiase degeri azalirken pepton konsantrasyonu %3 diizeyinden
%5’e artirldiginda Qiase degeri artmustir. Ote yandan, besiyerinde maya ekstrakti
konsantrasyonu %35’ten %]1’e azaltildiginda ve pepton konsantrasyonu %35’te sabit
tutuldugunda ise Qiase degerinde nispeten bir artis saglanmistir. Ancak Qiase degeri,
fermentasyon ortaminda pepton konsantrasyonu %]1°de sabit tutuldugunda ve maya
ekstraktt %1’den %5’e artirnldiginda artmistir. Bununla beraber, besiyerinde maya
ekstrakti konsantrasyonu %5’te sabit tutuldugunda ve pepton konsatrasyonu %5’ten
%1’e azaltildiginda da artmistir. Sonug olarak, maksimum Qase degeri fermentasyon
ortamima maksimum oranda maya ekstraktti ve minimum oranda pepton ilave
edildiginde elde edilmistir (Sekil 4.26).

Design-Expert® Software

Qlase (g/L/giin)
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X1 = A: Maya ekstrakti (%)
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Sekil 4.26. Qjase lizerine maya ekstrakti ve pepton konsantrasyonunun etkisini gosteren
3D cevap yiizey grafigi

Sekil 4.27°de SUY {iizerine maya ekstrakti ve pepton konsantrasyonunun etkisini
gosteren 3D cevap yiizey grafigi verilmistir. Maksimum SUY seviyeleri, besiyerinde
hem maya ekstrakti hem de pepton konsantrasyonunun seviyerleri %1 oldugunda elde
edilirken minimum SUY seviyeleri ise bu bilesenlerin konsantrasyonunun fermentasyon
ortammda %4 dolaylarinda oldugunda tespit edilmistir. Ote yandan, pepton
konsantrasyonu minimum veya maksimum diizeyde sabit tutuldugunda (%1 veya %5)
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ve maya ekstrakti konsantrasyonu %]1’den %3’ artirildiginda SUY nispeten azalirken
maya ekstraki seviyesi %3’ten %S5’e artirildiginda da nispeten artmigtir. Bununla
beraber, fermentasyon ortaminda maya ekstrakti konsantrasyonu en diisiik veya en
yiiksek seviyelerde eklendiginde (%1 veya %5) ve pepton konsantrasyonu %1’den %3’e
artirilldiginda SUY degerinde nispeten diisiis gézlemlenirken %3’ten %5 e artirildiginda
ise SUY degerinde nispeten bir artig belirlenmistir (Sekil 4.27).

Design-Expert® Software
SUY (%)
I 97.17
94.65
X1=A: Maya ekstrakii (%) 982
X2 = B: Pepton (%)

SUY (%)

B: Pepton (%) A: Maya ekstrakti (%)

100 1.00

Sekil 4.27. SUY {izerine maya ekstrakti ve pepton konsantrasyonunun etkisini gosteren
3D cevap yiizey grafigi

4.4.5.MKD dogrulama denemeleri

RSM kullanilarak optimum kosullarin belirlenmesinde lase aktivitesi (U/mL),
Sase aktivitesi (U/mL), I/S orani, protein miktar1 (mg/mL), Slase aktivitesi (U/mg),
SSase aktivitesi (U/mg), X (9/L), pH, Qyerer (g/L/glin), Qiase (U/mL/giin) ve SUY (%)
kullanilmistir. Bu amacla, modelin belirlemis oldugu kosullarda gercgeklestirilen
fermentasyonlarin  sonucunda elde edilen degerler, Design Expert® istatistik
programimin optimizer fonksiyonu kullanilarak muhtemel optimum kosullar
belirlenmistir. Bununla beraber, Cizelge 4.15 ve 3D yiizey grafikleri sonuglarindan da
anlasildig iizere fermentasyon ortaminda pepton konsantrasyonunun azalmasi ve maya
ekstrakti konsantrasyonunun artmasi, sonuglarda olumlu yonde etki etmistir. Bu durum
ve PBD’den elde edilen sonuglar da g6z oniinde bulundurularak muhtemel optimum
kosullar tespit edilmis olup Cizelge 4.17'de verilmistir.
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Cizelge 4.17. Muhtemel optimum kosullar

Deneme Maya ekstrakti (G, %) Pepton (J, %)
1 441 1.59
2 4.20 1.59
3 441 1.00
4 4.20 1.00
5 441 0.10
6 4.20 0.10
7 1.00 0.10
8 4.41 0.00
9 4.20 0.00

10 1.00 0.00

Calkalamali inkiibatorde, MKD tarafindan onerilen kosullarda gergeklestirilen
fermentasyonlar tamamlandiktan sonra optimum besiyeri kompozisyonunu belirlemek
icin Cizelge 4.17°de belirlenen muhtemel optimum besiyeri kompozisyonlari
hazirlandiktan sonra gergeklestirilen fermentasyonlarin sonuglari alt basliklar seklinde
asagida tartigilmistir.

4.4.5.1. Deneme#l (%4.41 G ve %1.59 J) ile gerceklestirilen fermentasyon

Fermentasyon ortamina %4.41 maya ekstrakti ve %1.59 pepton eklenerek
gerceklestirilen fermentasyonun (Deneme#1) seker tiiketim ve enzim tretimi ile ilgili
sonuclart Sekil 4.28’de sunulmustur. Fermentasyon ortamindaki sekerin biiylik bir
bolimi (yaklasik %83°i) fermentasyonun ilk 5 giinlinde mikroorganizma tarafinda
tilkketilmis olup maksimum tiiketim hizinin 2-4 giin arasinda oldugu belirlenmistir
(P<0.05). Ayrica fermentasyonun 4. giiniinden sonra seker tiikketiminin azalan oranda
devam ettigi belirlenmistir. Bununla beraber, 4. ve 6. giin arasindaki seker tliketim
degerleri arasinda istatistiki olarak anlamli bir farklilik olmasina ragmen (P<0.05) 6. ve
14. giinler arasindaki seker tiiketim degerlerin istatistiksel anlamda 6nemli bir farklilik
belirlenmemistir (P>0.05). Fermentasyonun sonunda ise ortamdaki sekerin yaklasik
%095°1 kullanilan mikroorganizma tarafindan tiiketilmistir. Seker tliketimine paralel
olarak enzim iiretimi de fermentasyonun 1. giinlinden 9. giiniine kadar siirekli artarken
(P<0.05) 9. giinlinden sonra ise enzim aktivitesinin azalan oranda arttig1 belirlenmistir.
Ote yandan, fermentasyonun 10. giiniindeki enzim aktivitesinin 9. giiniine gre nispeten
azaldig1 belirlenmigtir (P>0.05). Benzer bir durum fermentasyonun 12. ve 13.
giinlerindeki enzim aktivitesi degerlerinde de elde edilmistir (P>0.05). Bununla beraber,
Sekil 4.28°de goriildiigii gibi fermentasyonun sonunda maksimum enzim aktivitesi
(931.2040.00 U/mL) tespit edilmistir (Sekil 4.28).
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Sekil 4.28. Denemet#tl ile gerceklestirilen fermentasyonun seker tiiketim ve enzim
iiretim grafigi

4.4.5.2. Deneme#2 (%4.20 G ve %1.59 J) ile gerceklestirilen fermentasyon

Besiyerine %4.2 maya esktrakti ve %1.59 pepton ilave edileerek gerceklestirilen
fermentasyonun seker tiiketimi ve enzim iretimine ait veriler, Sekil 4.29’da
gosterilmigtir (Deneme#2). Elde edilen bulgulara gore, fermentasyon ortamindaki
sekerin mikroorganizma tarafindan sorunsuzca tiiketildigi tespit edilmistir. Bununla
beraber, fermentasyonun 2. ve 3. giinlerinde sekerin tiiketim hizi maksimum diizeyde
iken (P<0.05) ferentasyonun 3. giiniinden sonra sekerin tiiketimi azalan oranda devam
etmistir. Fermentasyonun 4. giiniiniin sonunda ortamdaki sekerin yaklasik %81°1
mikroorganizma tarafindan tiiketilirken fermentasyonun sonunda sekerin yaklasik
%93’ tiketilmistir (P>0.05). Ayrica, fermentasyonun 5. giiniinden sonuna kadarki
seker tiiketim degerlerinde istatistiksel olarak bir farklilik tespit edilmemistir (P>0.05).
Fermentasyon ortamindaki sekerin tliketilmesi ile birlikte enzim iiretimi de artmistir.
Enzim aktivitesinin fermentasyonun 1. gilinlinden 6. giiniine kadar kesintisiz arttig1
belirlenmis olup 6. giinden sonra enzim aktivitesi nispeten azalmistir (6-7. giin arasi)
(P>0.05). Ayrica enzim aktivitesi 7. giinden sonra 9. giine kadar dogrusal olarak artmis
olup 9. giinden sonra da aktivitede artig tespit edilmemistir (9-10. giin aras1) (P>0.05).
10-12. giinler arasinda enzim aktivitesinde dogrusal bir artis saglanirken 12. giinden
sonra aktivite de azalan bir artis gliriilmistiir. Diger yandan, 12. giin ve 15. giin arasinda
iretilen enzim aktivitesi degerleri arasinda onemli bir farklilik tespit edilmemistir
(P>0.05). Fakat bu degerler ile diger giinlerdeki enzim aktivitesi degerleri arasinda
onemli bir farkhilik bulunmustur (P<0.05). Ote yanadan, maksimum enzim aktivitesi
degeri fermentasyonun sonunda 861.77+68.71 U/mL olarak belirlenmistir (Sekil 4.29).
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Sekil 4.29. Deneme#2 ile gerceklestirilen fermentasyonun seker tiiketim ve enzim
tiretim grafigi

4.4.5.3. Deneme#3 (%4.41 G ve %1.00 J) ile gerceklestirilen fermentasyon

Fermentaston ortamina %4.41 maya esktrakti ve %1 pepton eklenerek
gerceklestirilen fermentasyondaki seker tiiketimi ve enzim iiretiminin degisimini
gosteren grafik, Sekil 4.30’da gosterilmistir (Deneme#3). Sonuglar, fermentasyon
ortamindaki sekerin mikroorganizma tarafindan sorunsuzca tiiketildigini gostermistir.
Bununla birlikte, fermentasyon ortamindaki sekerin tiiketim hizi fermentasyonun 2. ve
3. giinlerinde en yiiksek seviyede iken (P<0.05) sekerin tiiketim hizi fermentasyonun 3.
giinlinden sonra azalan oranda devam etmistir. Fermentasyonun 5. giiniinde ortamdaki
sekerin yaklasik 9%82’si tiiketilmis olup fermentasyonun sonunda sekerin yaklasik
%93.28’1 tiiketilmistir (P>0.05). Besiyerindeki sekerin tiiketilmesi ile enzim {iretimi
artmistir. Enzim aktivitesinin fermentasyonun 1. gilinlinden 6. giiniine kadar stirekli
arttig1 belirlenmis olup 6. ve 9. giinlerden sonra enzim aktivitesi kademeli bir sekilde
azalmis ve sonra tekrar artmustir. Aktivitenin kademeli olarak azaldigi giinlerdeki
degerler arasinda istatistiksel anlamda 6nemli bir farklilik belirlenmemistir (P>0.05).
Diger yandan, enzim aktivitesi 7. giinden sonra 9. giine kadar dogrusal olarak artmis
olup aktivite degerleri arasinda Onemli bir farklilik saptanmistir (P<0.05).
Fermentasyonun 9. giiniinden 13. giinline kadar aktivitede azalan oranda artis tespit
edilmis (P<0.05) maksimum lase aktivitesi fermentasyonun 13. giiniinde elde edilmistir
(1031.93+43.71 U/mL). A. niger ile melastan enzim firetiminde gergeklestirilen
fermentasyonun 13. giinlinden sonra aktivite degerlerinde azalma tespit edilmis olup 13.
giin ile 15. giindeki aktivite degerleri arasinda Onemli bir farklilik belirlenmistir
(P<0.05) (Sekil 4.30).
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Sekil 4.30. Deneme#3 ile gerceklestirilen fermentasyonun seker tiiketim ve enzim
iiretim grafigi

4.4.5.4. Deneme#4 (%4.20 G ve %1.00 J) ile gerceklestirilen fermentasyon

Besiyerine %4.20 maya esktrakti ve %1.00 pepton eklenerek gergeklestirilen
fermentasyonun seker tiikketimi ve enzim Uretimi ile ilgili grafigi Sekil
4.31°deverilmistir (Deneme#4). Elde edilen sonuglara gore besiyerindeki seker
mikroorganizma tarafindan sorunsuzca tiiketilmistir. Besiyerindeki sekerin tiiketim hizi
fermentasyonun 1. ve 4. giinleri arasinda maksimum seviyede olup (P<0.05) sekerin
tiiketim hiz1 fermentasyonun 4. giinlinden sonra istatistiksel olarak azalan oranda devam
etmistir (P>0.05). Fermentasyonun 5. giinlinde ortamdaki kalint1 seker konsantrasyonu
2.83+0.37 g/L olarak belirlenmis olup sekerin yaklasik %84’ti mikroorganizma
tarfindan tiiketilmis olup fermentasyonun sonunda sekerin yaklasik %96°s1 tiikketilmistir.
Fermentasyonun sonunda besiyerindeki kalinti seker konsantrasyonu 0.88+0.49 g/L
olarak belirlenmistir (P>0.05).Besiyerindeki sekerin tiiketilmesi ile enzim aktivitesi
artmistir. Enzim aktivitesinin fermentasyonun 1. gilinlinden 9. giiniine kadar siirekli
arttignr  belirlenmistir  (2.34£1.36 U/mL’den 730.42+25.22 U/mL’ye artmistir).
Fermentasyonun 9. giiniinden sonra enzim aktivitesinde istatistiksel olarak anlaml
Olciide bir azalma tespit edilmis olup (P<0.05) 10. giinden 14. giine kadar aktivitede
azalan oranda artig giiriilmiis olup (P<0.05) fermentasyonun 11. giinii ile 15. giinii
arasinda elde edilen aktivite degerleri arasinda istatistiksel olarak 6énemli bir farklilik
tespit edilmemistir (P>0.05). Deneme#4 ile gergeklestirilen fermentasyonda maksimum
enzim aktivitesi, fermentasyonun 14. giiniinde 880.04+41.61 U/mL olarak elde edilmis
olup kalint1 seker konsantrasyonu 0.83+0.43 g/L olarak 6l¢iilmiistiir (Sekil 4.31).
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Sekil 4.31. Deneme#4 ile gerceklestirilen fermentasyonun seker tiiketim ve enzim
tiretim grafigi

4.4.5.5. Deneme#5 (%4.41 G ve %0.10 J) ile gerceklestirilen fermentasyon

Fermentaston ortamina %4.41 maya esktrakti ve %0.10 pepton ilave edilerek
gerceklestirilen fermentasyondaki seker tiiketimi ve enzim iiretiminin degisimini
gosteren grafik, Sekil 4.32°de verilmistir (Deneme#5). Sekil 4.32’ye gore, besiyerindeki
seker, mikroorganizma tarafindan sorunsuzca tiiketilmistir. Bununla beraber,
besiyerindeki sekerin tiikketim hizi fermentasyonun 2. ve 4. gilinlerinde maksimumdur
(P<0.05). Besiyerindeki sekerin tiiketimi fermentasyonun 4. giiniinden sonra azalan
oranda devam etmis olup fermentasyonun 6. giiniinden itibaren Olciilen kalint1 seker
konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel olarak onemli bir farklilik yoktur (P>0.05).
Besiyerindeki sekerin %87.45’1 fermentasyonun 6. giiniinde tiiketilmis olup (P>0.05)
fermentasyonun sonunda ise sekerin %92.53’1 kullanilan mikroorganizma tarafindan
tiikketilmistir (P>0.05). Fermentasyon ortaminda enzim aktivitesinde sekerin tiikketimi ile
birlikte artig saglanmistir. Enzim aktivitesi, fermentasyonun 1. gilinlinden 11. giiniine
kadar siirekli artmigtir. Maksimum lase aktivitesi, fermentasyonun 13. giiniinde
1048.4+£219.32 U/mL olarak belirlenmistir. Fermentasyonun 13. giiniinden sonra
aktivite degerlerinde azalma tespit edilmis olup 13. giin ile 15. giindeki aktivite
degerleri arasinda istatistiksel olarak 6nemsiz bir farklilik belirlenmistir (P>0.05) (Sekil
4.32).
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Sekil 4.32. Deneme#5 ile gerceklestirilen fermentasyonun seker tiiketim ve enzim
iiretim grafigi

4.4.5.6. Deneme#6 (%04.20 G ve %0.10 J) ile gerceklestirilen fermentasyon

%4.20 maya ekstrakti ve %0.10 pepton eklenerek hazirlanan besiyerinde
gerceklestirilen fermentasyon denemesinde seker tiiketimi ve enzim iiretimi ile ilgili
elde edilen sonuglari gosteren grafik Sekil 4.33’te gosterilmistir (Deneme#6). Elde
edilen bulgulara gore, fermentasyon ortamindaki sekerin tiiketim hizi, fermentasyonun
1. ve 4. giinleri arasinda maksimum diizeydedir (P<0.05). Fermentasyonun 4. giiniinden
sonra seker tliketimi azalan oranda devam etmis olup fermentasyonun 6. giiniinde seker
konsantrasyonunun biiyiik bir bolimi (%85’in iizerinde) mikroorganizma tarafindan
tiketilmis ve en diisiik seker konsantrasyonu ise fermentasyonun 13. giiniinde
1.17£0.09 g/ olarak Olciilmiistiir. Dolayisiyla besiyerindeki sekerin  9%94.68°1
mikroorganizma tarafindan tiikketilmistir. Bununla beraber, fermentasyonun 2. ve 5.
gilinleri arasinda oOl¢iilen kalinti seker konsantrasyonlari arasinda istatistiksel olarak
onemli bir farklilik tespit edilmis olup (P<0.05) 7. ve 15. giinler arasinda 6l¢iilen kalinti
seker konsantrasyonlari arasinda ise Onemli bir farklilik bulunmamistir (P>0.05).
Fermentasyon ortamindaki sekerin tiiketimi ile birlikte enzim aktivitesi artmistir.
Fermentasyonun 1. giiniinden 6. gliniine kadar aktivitede siirekli artis tespit edilmis ve
3. glin ile 6. giin arasindaki enzim aktiviteleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark belirlenmistir (P<0.05). Fermentasyonun 6. ve 7. giinlerinde oOlciilen aktivite
degerleri arasinda dnemsiz bir farklilik belirlenmis olup nispten aktivite de diisiis tespit
edilmistir (P>0.05). Fermentasyonun 7. gilinii ile 9. giinii arasindaki aktivite
degerlerinde bir sigrama saptanmis (P<0.05), 9. giin ve 10. giin aktivite degerleri
arasindaki aktivite degerlerinde 6nemli bir fark belirlenmemistir (P>0.05). Melastan
enzim iretimi ile ilgili gergeklestirilen fermentasyonun 10. glinlinden 13. giiniine kadar
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aktivite onemli Ol¢lide artis tespit edilmis (P<0.05), 13. giinden sonra da aktivite de
kayip goriilmiistiir (Sekil 4.33).
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Sekil 4.33. Deneme#6 ile gerceklestirilen fermentasyonun seker tliketim ve enzim
tiretim grafigi

4.4.5.7. Deneme#7 (%1.00 G ve %0.10 J) ile gerceklestirilen fermentasyon

Deneme#7 ise besiyerine %1.00 maya ekstrakti ve %0.10 pepton eklenerek
gerceklestirilmis fermentasyonu temsil eder. Fermentasyona ait seker tiiketim ve enzim
iretim grafigi Sekil 4.34’te sunulmustur. Fermentasyon ortamindaki sekerin biiyiik bir
boliimii (%80) fermentasyonunun 3. giinline kadar tiiketilmis olup (P<0.05) kalint1
seker konsantrasyonu 4.32+0.14 g/L olarak 6l¢iilmiistiir. Bu giinden sonra besiyerindeki
sekerin azalan oranda tiiketildigi goriilmektedir. Besiyerindeki sekerin maksimum
tiketim hizinin fermentasyonun 1. ve 3. giinleri arasida oldugu belirlenmistir. Minimum
kalint1 seker konsantrasyonu ise (1.26+0.00 g/L) fermentasyonun 14. giiniinde tespit
edilmistir. Ote yandan sekerin tiiketimi ile birlikte ve enzim aktivitesi fermentasyonun
9. gilinline kadar artan oranda devam etmis olup 10. giinde aktivitede nispeten diisiis
gozlemlenmistir (P>0.05). Fermentasyonun 10. giiniinden 14. giiniine kadar enzim
aktivitesinde azalan oranda artis tespit edilmis olup aktivite degerleri arasinda 6nemli
bir fark tespit edilmemistir (P>0.05). Deneme#7 ile gergeklestirilen fermentasyonda
maksimum enzim aktivitesi fermentasyonun 14. giiniinde 779.76+236.72 U/mL olarak
belirlenmistir (Sekil 4.34).

117



BULGULAR VE TARTISMA M. GERMEC

24 l - 1200
21 I~
L _ L 1000
184 1\
\ - —_—
=15 ‘.‘ L 800 g
& \ v £
= 12 - » L 600 B
E \
S 9] 3
= ‘.‘ K L 400 ™~
6 - \ i{
. _E L 200
3 lzi -.--.-.,_.-.__._'-._.
0 H‘.-*. L] L] L] L] L] L] 0
0 2 4 6 8 10 12 14 16

7 (giin)

--._- SPM FERYY e Iase

Sekil 4.34. Denemet#7 ile gerceklestirilen fermentasyonun seker tiiketim ve enzim
iiretim grafigi

4.4.5.8. Deneme#8 (%4.41 G) ile gerceklestirilen fermentasyon

Peptonun eklenmedigi fermentasyon ortamina %4.41 maya ekstrakti eklenerek
gerceklestirilen fermentasyonla ilgili seker tiiketim ve enzim tiretim grafigi Sekil 4.35°te
gosterilmistir (Deneme#8). Analizler sonucunda 8. gilinde fermentasyon ortamindaki
sekerin neredeyse tamaminin (%95) mikroorganizma tarafindan kullanildig tespit
edilmistir. Seker tiiketiminin maksimum tiiketim hizinin fermentasyonun 1. ve 4.
giinleri arasinda oldugu belirlenmis olup (P<0.05) fermentasyonun 4. giiniinde sekerin
bliyiik bir boliimi (%77.84) enzim iiretiminde kullanilmig ve bu giinden sonra seker
tilketiminde azalan oranda diisiis tespit edilmistir. Seker tiikketimine paralel olarak enzim
aktivitesi degerleri de artmistir. Fermentasyonun 1. giliniinden 9. giinline kadar aktivite
degerleri artan oranda artarken, fermentasyonun 10. giiniinde aktivite de nispeten kayip
s6z konusudur (P>0.05). Fermentasyonun 10. giiniinden 14. giiniine kadar ki aktivite
degerlerinde ise azalan oranda artis goriilmiis olup maksimum enzim aktivitesi
fermentasyonun 14. giliniinde 1090.16+62.76 U/mL olarak belirlenmistir. %4.41 maya
ekstrakti iceren besiyerinde gerceklestirilen fermentasyonun 14. giiniinden sonra ise
aktivite degerinde diisiis gozlemlenmistir (Sekil 4.35).
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Sekil 4.35. Deneme#8 ile gerceklestirilen fermentasyonun seker tiiketim ve enzim
tiretim grafigi

4.4.5.9. Deneme#9 (%4.20 G) ile gerceklestirilen fermentasyon

Deneme#9’da ise fermentasyon ortaminda yalnizca %4.20 maya ekstrakti
eklenmis olup enzim fermentasyonu gerceklestirilmis ve elde edilen sonuglarin grafik
seklinde gosterimi Sekil 4.36’da verilmistir. Fermentasyon sonuglari, besiyerindeki
sekerin  %82.45’inin fermentasyonun 4. giiniinde enzim {retiminde kullanilmis
oldugunu gostermis olup maksimum tiiketim hizinin fermentasyonun 1 ve 3. giinleri
arasinda oldugu belirlenmistir (P<0.05). Fermentasyonun 3. giiniinden sonra sekerin
tilketimi azalan oranda devam etmistir. Ote yandan fermentasyonun sonunda ise
besiyerindeki sekerin %97.7°si mikroorganizma tarafindan {iriine doniistiiriilmek ve
kendi gelisimini saglamak amaciyla tiiketilmistir. Fermentasyon ortamindaki sekerin
tiiketimine bagli olarak enzim aktiviteside de fermentasyonun 1. giiniinden 13. giiniine
kadar artan oranda devam etmistir. Maksimum enzim aktivitesi fermentasyonun 13.
giiniinde 1294+24.39 U/mL olarak oOlgiilmiis olup daha sonraki gilinlerde aktivite
degerleri azalmistir (Sekil 4.36).
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Sekil 4.36. Deneme#9 ile gerceklestirilen fermentasyonun seker tiiketim ve enzim
iiretim grafigi

4.4.5.10. Deneme#10 (%1.00 G) ile gerceklestirilen fermentasyon

Son olarak, Deneme#10°da besiyerine yalnizca %1.00 maya ekstrakti eklenmis
olup pepton ilave edilmemistir. Deneme#10 ile gergeklestirilen fermentasyonla ilgili
seker tiiketiminin ve enzim tretiminin nasil degistigini gosteren grafik, Sekil 4.37°de
sunulmustur. Elde edilen sonuglara gore, fermentasyon ortamindaki sekerin %91.82’si
fermentasyonun 5. giinlinde tiiketilmis olup (P<0.05) fermentasyonun sonunda ise
sekerin %97.59’u tiiketilmistir. Diger yandan, sekerin maksimum tiiketim hizinin,
fermentasyonun 2. ve 4. giinleri arasinda oldugu (P<0.05), Sekil 4.37°de goriilmektedir.
Mikroorganizma tarafindan seker tiiketimine paralel olarak enzim iiretimi de
gerceklesmistir. Fermentasyonun 1. giinlinden 9. giiniine kadar enzim aktivitesi artan
oranda devan ederken fermentasyonun 10. giinlinden 14. giinline kadar azalan oranda
aktivite de artis gézlemlenmistir (P>0.05). Maksimum enzim aktivitesi, fermentasyonun
14. glinlinde 827.85+172.94 U/mL olarak 6l¢iilmiis olup bu giinden sonra aktivite degeri
azalmistir.
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Sekil 4.37. Deneme#10 ile gerceklestirilen fermentasyonun seker tiikketim ve enzim
tiretim grafigi

4.4.6. MKD dogrulama denemelerinin karsilastirilmasi

MKD tarafindan oOnerilen kosullarda optimum besiyeri kompozisyonunu
belirlemek amaciyla fermentasyonlar gergeklestirilmis ve elde edilen sonuglara gore de
muhtemel optimum besiyeri formiilasyonlar1 tespit edilmis ve dogrulama denemeleri
gerceklestirilmistir. Dogrulama denemeleri ile gergeklestirilen fermentasyonlarin seker
tiketimi ve enzim dretimi ile ilgili grafikler, Bolim 4.4.5’te verilmis ve
fermentasyonlarin sonuglari tartisilmistir. Bununla beraber, dogrulama denemelerinden
hesaplanan kinetik parametreler de ayrica tartisilmis ve elde edilen sonuglar Cizelge
4.18’de verilmistir. Elde edilen sonuglar lase ve Sase aktiviteleri agisindan
degerlendirildiginde, lase aktivite degerleri 779.6+236.72 U/mL ile 1294.50+24.39
U/mL arasinda degisirken Sase aktivitesinin de 626.26+223.08 U/mL ile 1090.03+62.76
U/mL arasinda degistigi belirlenmistir (P<0.05). En diisiik lase ve Sase aktiviteleri
Deneme#7 ile elde edilirken en yiiksek lase ve Sase aktiviteleri de sirasiyla Deneme#9
ve Deneme#8’den tespit edilmistir (P<0.05). Bununla beraber, Deneme#9’dan elde
edilen lase aktivitesi ile Deneme#2ve Deneme#10’daki besiyeri kompozisyonlari
kullanilarak gerceklestirilen fermentasyondan elde edilen lase aktiviteleri arasinda
istatistiksel olarak ©nemli bir farklilik tespit edilmistir (P<0.05). Diger yandan,
Deneme#8 ile gergeklestirilen fermentasyondan tespit edilen Sase aktivitesi ile
Deneme#4, Deneme#5Sve Deneme#7 ile gergeklestirilen fermentasyonlardan elde edile
Sase aktiviteleri arasinda istatistiksel anlamda 6nemli bir fark tespit edilmistir (P<0.05).
lase aktivitesinin Sase aktivitesine oran1 I/S oramini verir. Eger I/S oram1 102’den
bliyiikse tiretilen enzim lase dogasindadir. Buna gore, Cizelge 4.18’den de anlasildigi
tizere I/S oran1 0.94 (Deneme#2) ile 1.50 (Deneme#5) arasinda degismistir (P<0.05).
Dolayisiyla, tiim denemelerden iiretilen enzimlerin lase dogasinda oldugu
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belirlenmistir. Maksimum enzim aktivitelerine sahip 6rneklerin Sase aktivitelerinin yani
sira protein miktarlar1 da belirlenmistir. Dolayisiyla Slase ve SSase aktiviteleri
hesaplanmustir. Elde edilen sonuglara gore, maksimum ve minimum protein miktarlar
sirastyla Deneme#1 ve Deneme#10 ile elde edilmis olup (sirasiyla 0.44 mg/mL ve 0.19
mg/mL) aralarindaki fark anlamli bulunmustur (P<0.05). Diger yandan, protein
miktarlar1 dikkate alindiginda minimum Slase (2159.26+£159.04 U/mg) ve SSase
(1561.40+752.08 U/mg) aktiviteleri sirasiyla Deneme#2 ve Deneme#1’°den belirlenmis
olup bunlarin maksimum degerleri de protein seviyesi minimum diizeyde oldugu icin
(0.19 mg/mL) Deneme#10’dan (sirasiyla 5191.06+£1579.07 U/mg ve 5338.57+2531.71
U/mg) tespit edilmistir. Slase ve SSase aktivitelerinin minimum ve maksimum degerleri
arasinda anlamli bir farklilik bulunmustur (P<0.05) (Cizelge 4.18).

Fermentasyonlarin sonunda ham enzim soliisyonu uzaklastirildiktan sonra
stvilarin pH degerlerini 6lgmenin yani sira Orneklerin biyokiitle konsantrasyonu da
belirlenmistir. Maksimum biyokiitle konsantrasyonu (24.65+1.42 g/L)) Deneme#1 ile
elde edilirken minimum biyokiitle konsantrasyonu (10.69+2.24 g/L) ise Deneme#10 ile
belirlenmis olup degerler arasinda istatistiksel olarak ©nemli bir farklilik tespit
edilmistir (P<0.05). Diger yandan, Deneme#7 ile gerceklestirilen fermentasyonun
sonucunda da biyokiitle konsantrasyonu 11.34+1.42 g/l olarak belirlenmistir.
Deneme#1 ile Deneme#7 ve 10 ile elde edilen biyokiitle konsantrasyonlari
incelendiginde, fermentasyon ortaminda maya ekstrakti konsantrasyonunun artmasi ile
birlikte biyokiitle konsantrasyonunun da arttig1 anlagilmistir (Cizelge 4.18).

Ote yandan, fermentasyon sivilarmin pH’lar1 &lgiildiigiinde ise minimum ve
maksimum pH degerleri sirastyla Deneme#10 ve Deneme#6 ile 5.28+1.15 ve 8.07+0.26
olarak 6l¢iilmiis olup aralarinda anlamli bir fark tespit edilmemistir (P>0.05). Bununla
beraber, Deneme#3, 5 ve 6’dan elde edilen fermentasyon sivilarinin pH degerlerinin
bazik pH’da (>7.0) oldugu belirlenmis olup geri kalan fermentasyon sivilarmin pH
degerlerinin asidik pH’da (<7.0) oldugu tespit edilmistir. ilaveten, fermentasyon ile
maksimum seker tiikketim hizt (Qjgeker), maksimum enzim iiretim hizi (Qiase) ve seker
kullanim oran1 (SUY) degerleri de hesaplanmig olup sonuclar Cizelge 4.18’de
verilmistir. Elde edilen sonuglara gore en diisiik ve en yiiksek Qqeer degerleri sirasiyla
Deneme#1 ve Deneme#7°den 4.96+0.03 g/L/giin ve 8.48+0.11 g/L/giin olarak
hesaplanmig olup maksimum ve minimum Qjgeter degerleri arasinda anlamli bir fark
tespit edilmistir (P<0.05). Deneme#7’den daha yliksek Qqeker €lde edilmesine ragmen,
daha diisiik Qgerer’in elde edildigi Deneme#1 fermentasyonundan nispeten yiiksek lase
ve Sase aktiviteleri elde edilmistir (P>0.05). Diger yandan, minimum ve maksimum
Qiase degerleri de sirastyla Deneme#3 ve Deneme#9’dan 127.13+0.00 U/mL/giin ve
159.4248.42 U/mL/gilin olarak hesaplanmis olup degerler arasinda 6nemli bir farklilik
belirlenmemistir  (P>0.05). Ayrica, maksimum Qjase degerinin elde edildigi
Deneme#9°dan maksimum lase aktivitesi elde edilmistir. Bununla beraber,
fermentasyon ortamindaki sekerin mikroorganizmalar tarafindan sorunsuzca tiiketildigi
tespit edilmis olup seker tiikketim oranlarinin %90’1n tizerinde oldugu hatta bazi
fermentasyon denemelerinde neredeyse sekerin tamaminin tiiketildigi tespit edilmistir.
Oyle ki minimum ve maksimum seker tiiketim oranlar1 sirasiyla Deneme#2 ve
Deneme#9’dan  %92.90+0.35 ve %98.08+0.11 olarak hesaplanmis olup degerler
arasinda istatistiksel agidan 6nemli bir farklilik tespit edilmistir (P<0.05).
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Cizelge 4.18. MKD dogrulama denemelerinin kinetik sonuglar1

Deneme G J lase Sase IS Protein Slase SSase X oH Qseker Qiase SUY
(%) (%) | (U/mL) (U/mL) (mg/mL) (U/mg) (U/mg) (g/L) (g/L/giin) (U/mL/giin) (%)

1 441 159 931.20®° 936.32% 1.00°°  0.44®  2193.87° 1561.40° 24.65° 6.10*  4.96° 127.63%2  94.83%
2 42 159 861.77° 915.17®® 0.94° 0.40®  2159.26° 2293.67° 22.74* 6.48  7.94 128.50? 92.90¢
3 441 1 |1031.93% 813.87% 1.27%c (.36%° 2897.76° 2286.36° 21.09% 7.47%  7.16% 127.13%2  93.92b¢

4 42 1 | 880.04% 684.25° 1.33% 0.36%° 2468.81° 1875.05° 22.40° 6.52% 6.10% 142.818  95.93%
5 441 0.1 |1048.40% 701.64° 1.50° 0.40® 2582.96° 1721.45° 20.94% 7.82%8 6.62% 148.312  93.45%
6 42 0.1 [1089.57%® 920.97% 1.19%°¢ (0.323¢ 3473.42% 2943.79% 17.21° 8.07% 5.79%® 137.89%  94.68"

7 1 01| 779.76° 626.26° 1.27%¢ .24 342477 2686.39° 11.34° 6.08*  8.48? 153.78%  94.33%

8 441 0 [1090.16® 1090.03% 0.99°¢ 0.38%  2873.72° 2896.52% 17.84° 6.87% 6.70® 144418 95.49%¢

9 42 0 | 1294.50° 1076.85% 1.20%¢ 0.40®® 3209.83° 2671.61* 17.35° 6.842  7.39% 159.572 98.082
10 1 0 | 827.85° 769.52% 1.07°° 0.19° 5191.06® 533857 10.69° 5.28%  7.31% 149.582 97.832
Ortalama 93852 854.38 1.18 0.35 304755 2627.48 18.62 6.75 6.84 141.96 95.14
Std hata 453 0.22 0.00 0.00 25.58 35.23 0.15 005  0.09 1.18 0.00

Ayni siitunda farkl harfleri tagiyan degerler arasindaki fark onemlidir (P<0.05).
Std hata: Standart hata
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Ozetlemek gerekirse, maksimum iniilinaz aktivitesi, enzim iiretim hiz1 ve seker
kullanim orani degerleri Deneme#9 (%4.2 maya ekstrakti igerir) ile elde edildigi igin,
Deneme#9 iniilinaz enziminin iiretimi i¢in optimum besiyeri kompozisyonu olarak
belirlenmistir. Dolayisiyla, Deneme#9’un fermentasyonu sirasinda alinan Orneklerin
tamaminda Sase ve protein miktar1 analizleri de yapilmis olup I/S orani, protein miktari,
Slase ve SSase degerlerinin fermentasyon boyunca nasil degistigi incelenmistir. Elde
edilen sonuglar asagida tartisilmistir. Fermentasyon boyunca iiretilen iniilinaz enziminin
substrat olarak sukrozu da hidroliz ettigi Sekil 4.38’den anlasilmaktadir. lase
aktivitesinin maksimum oldugu giinde (13. giin) Sase aktivitesi 1013.56+32.94 U//mL
olarak belirlenmis olup I/S orani da 1.28+0.02 olarak hesaplanmuistir.
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Sekil 4.38. Fermentasyon sirasinda lase, Sase ve I/S oraninin degisimi

Sase aktivitesinin fermentasyonun 1. gliniinden 9. gilinline kadar arttig1 yapilan
analizlerin sonucunda anlasilmis olup 9. giinden fermentasyonun sonuna kadar ki Sase
aktivite degerlerinde ise azalan oranda artis tespit edilmistir. Maksimum Sase aktivitesi
fermentasyonun 15. giiniinde 1095.30+110.01 U/mL olarak belirlenmis olup I/S oram
1.01£0.04 olarak hesaplanmistir. Ote yandan, maksimum I/S oran1 fermentasyonun 4.
giinlinde hesaplanmis olup ortalama lase ve Sase aktivite degerleri sirasiyla
298.90+31.09 U/mL ve 151.06+18.13 U/mL olarak tespit edilmistir. Minimum I/S orani
ise fermentasyonun 1. giiniinden 0.83+0.03 olarak hesplanmis olup lase ve Sase aktivite
degerleri de sirasiyla 3.444+0.07 U/mL ve 4.17£0.22 U/mL olarak berlirlenmistir.
Fermentasyonun 4. giinlinden fermentasyonun sonuna kadar I/S oranmin 1.0
seviyelerine dogru azalmaya basladig1 anlasilmaktadir. Diger yandan, maksimum lase
ve Sase tiretim hizinin (Qlase Ve Qsase, U/mL/giin) fermentasyonun 7. giinii ile 9. giinii
arasinda oldugu tespit edilmis olup siwrasiyla 159.57+8.42 U/mLvel27.30+17.49
U/mL/giin olarak hesaplanmustir.
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Fermentasyon boyunca alinan 6rneklerde protein miktar1 analizi yapilmis olup
ham enzim solisyonlarinin Slase ve SSase aktivite degerleri de belirlenmistir.
Fermentasyon boyunca protein miktari, Slase ve SSase aktivite degerlerinin degisimini
gosteren grafik Sekil 4.39°da verilmistir.
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Sekil 4.39. Fermentasyon sirasinda Slase, SSase ve protein miktarinin degisimi

Fermentasyon ortamindaki protein miktari, fermentasyonun 1. giinlinden
fermentasyonun 4. giiniine kadar azaldigi belirlenmis olup bunun besiyerinde azot
kaynag1 olarak kullanilan maya ekstraktinin igerdigi proteinlerin ve/veya aminoasitlerin
mikroorganizma tarafindan metabolize edildigi diisiiniilmiistiir. Bunun yani sira enzim
iretiminin devam ettigi dolayisiyla fermentasyon ortaminda protein seviyesinin de
artmakta oldugu diigiiniilmiistiir. Ayrica, fermentasyon ortamindaki azot kaynaklarmin
tamamen tiiketilmis oldugu fermentasyonun 4. giiniinden anlasilmaktadir. Ciinkii bu
giinden sonra fermentasyon ortamindaki protein seviyesinin fermentasyonun sonuna
kadar arttig1 tespit edilmistir. Minimum protein miktar1 fermentasyonun 4. giiniinde
0.15£0.00 mg/mL olarak belirlenmis olup maksimum protein miktar1 da
fermentasyonun sonunda 0.49+0.03 mg/mL olarak tespit edilmistir (P<0.05). Diger
yandan, maksimum protein {iretim hizinin (Qprotein, mg/mL/giin) fermentasyonun 8.
giini ile 11. glinli arasinda oldugu tespit edilmis olup Qprotein degeri 0.04+0.00
mg/mL/giin olarak hesaplanmistir. lase ve Sase aktvite degerlerinin protein miktarina
boliinmesiyle Slase ve SSase aktivite degerleri hesaplanmis olup fermentasyon boyunca
degisimi Sekil 4.39’da gosterilmistir. Elde edilen bulgulara gore Slase ve SSase
aktivitelerinin  fermentasyonun 1. giiniinden 4. giinline kadar siirekli arttig
belirlenmistir. Ancak fermentasyonun 4. giiniinden 13. giiniine kadar Slase aktivitesinin
azalan oranda arttig1 tespit edilmis olup (P<0.05) fermentasyonun 13. giiniinden sonra
azalmistir. Bunun yani sira SSase aktivitesinin de fermentasyonun 4. giiniinden 12.
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giiniine kadar azalan oranda arttig1 tespit edilmistir (P<0.05). Maksimum Slase ve SSase
aktiviteleri sirastyla 3209.83+147.57 U/mg ve 2617.09+52.80 U/mg olarak belirlenmis
olup maksimum Slase ve SSase iiretim hizlarinin (sirastyla Qsiase V€ Qssase, U/mg/giin)
strastyla 901.94+129.48 U/mg/giin ve 570.58+25.70 U/mg/giin olarak hesaplanmistir.

Sonug¢ olarak, besiyerine %4.20 maya ekstrakti eklenerek gerceklestirilen
fermentasyon, optimum besiyeri kompoziyonu olarak belirlenmistir. Bu kosullarda
gerceklestirilen fermentasyonun sonucunda lase, Sase, I/S orani, protein miktari, Slase,
SSase, X, pH, Q§eker, Qlase, QSase, Qprotein, QSlase, QSSase ve SUY kinetik degerleri Slra51yla
1294.50+24.39 U/mL, 1076.85+41.96 U/mL, 1.20£0.02, 0.40+0.01 mg/mL,
3209.83+147.57 U/mg, 2671.61£176.46 U/mg, 17.35+0.22 g/L, 6.84+0.41, 7.39+1.38
g/L/glin, 159.57£8.42 U/mL/giin, 127.30+17.49 U/mL/giin, 0.04£0.00 mg/mL/giin,
901.94£129.48 U/mg/giin, 70.58+25.70 U/mg/giin ve %98.08+0.11 olarak
belirlenmistir. Bununla beraber fermentasyon siiresi, spesifik aktivite degerine gore 10
giin olarak belirlenmis olup 15 giinden 10 giine diisiiriilmistiir. Ciinkii, her ne kadar
maksimum lase ve Sase aktiviteleri fermentasyonun sirasiyla 13. ve 15. giinlerinde
belirlense de (Sekil 4.38) Slase ve SSase aktivite degerlerinin 10. giinden sonra nispeten
sabit kaldig1 hatta azaldigi tespit edilmistir (Sekil 4.39).

Aspergillus niger, GRAS statiisiinde oldugu i¢in triinleri de gida, kozmetik,
eczacilik, tip ve biyoyakit endiistrilerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bir¢ok
aragtirmact c¢alismalarinda bu mikroorganizmay:1 kullanarak katma degeri yiiksek
riinlerin {iretimini gergeklestirmistir. Ancak A. niger A42 (ATCC 204447) susu
kullanilarak gerceklestirilen ¢aligmalarin sayist oldukca kisitlidir ve yalnizca literatiirde
4 calisma mevcuttur. Ongen-Baysal vd., 1994, yer elmasindan A. niger A42 kullanarak
iniilinaz enziminin Uretimini gergeklestirmistir. Bu ¢alismada besiyeri kompozisyonu
olarak %1 yer elmasi tozu, %0.23 NH4NO3z, %0.37 (NH4)2HPO4, %0.1 KH2PO4, %0.05
MgSO4 ve %0.15 maya ekstrakti kullanilmis olup baslangi¢ besiyeri pH degeri 5.0’a
ayarlanmistir. Fermentasyon; 50 mL besiyeri/250 mL flask, 28°C sicaklik, %2
inokiilasyon oran1 ve 200 dev/dk ¢alkalama hizi kosullarinda gergeklestirilmis olup
fermentasyonun 192. saatinde iniilinaz aktivitesi 54 U/mL olarak bulunmustur (Ongen-
Baysal vd. 1994).

Diger bir ¢alismada, A. niger A42 ve Kluyveromyces marxianus NCYC 587’nin
karigik kiltirii ile iniilinaz enziminin tretimi c¢alhisilmistir. Bu calismada yukarida
bahsedilen besiyeri kompozisyonu kullanilmistir (Ongen-Baysal vd. 1994).
Fermentasyonlar, 150 mL besiyeri/500 mL flask icerisinde gerceklestirilmis olup
besiyerine 3 mL kiif ve 1 mL maya inokiile edilmistir. Fermentasyon kosullar1 yukarida
gergeklestirilmis olan ¢alisma ile ayn1 olmustur (Ongen-Baysal vd. 1994). Yapilan
¢alismada mayanin inokiilasyon oranimin (10%-10% hiicre/mL) aktivite iizerine etkisi
incelenmis olup en yiiksek aktivite degeri 10° hiicre/mL inokiilasyon orani ile 43.7
U/mL sukraz ve 18.2 U/mL iniilinaz aktivitesi olarak elde edilmistir. Sonug olarak, A.
niger A42’nin tekli kiiltiirii ile elde edilen iniilinaz enziminin karigik kiiltiir ile elde
edilen iniilinaz enzimine gore daha diisiik sukraz aktivitesine sahip oldugu tespit
edilmistir. Ayrica yapilan ¢alismada yer elmasi ekstraktinin iiretilen iniilinaz enzimi ile
hidrolizi 50°C sicaklikta, pH 5.0 da, %5 ham enzim ilavesi ile ve 4 saat boyunca
gerceklestirilmis olup hidroliz verimi %90 olarak elde edilmistir (Ongen-Baysal ve
Sukan, 1996).
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Ote yandan Kowalska vd., 2017, c¢alkalamali inkiibator ve karistirmali tank
biyoreaktorde A. niger A42 kullanarak iniilinaz enzimini iretmistir. Glukoz, fruktoz,
sukroz ve iniilin, calkalamali inkiibatorde iniilinaz enzimini iiretmek i¢in karbon
kaynag1 olarak kullanilmistir. En yiiksel hacimsel aktivite (0.68 U/mL) ve spesifik
aktivite (184 U/gX) degerleri, 20 g/L iniilin ve sukroz konsantrasyonlarinda elde
edilmistir. Ayn1 arastirmacilar, son zamanlarda yogun sekilde calisilan fermentasyon
ortamma Inokiilasyondan 6nce aseptik olarak eklenen mikropartikiiliin de iniilinazin
tiretimi Tlizerine etkisini incelemistir. Karigtirmali tank biyoreaktorde mikropartikiil
destekli fermentasyonun uygulamasi ve inokiiliim yogunlugunun etkisi ¢aligilmistir.
Elde edilen bulgulara gore arastirmacilar en diisiik c¢alisilan spor yogunlugunun
(3.33x108/L) iniilinaz aktivitesini bir dereceye kadar etkiledigini bildirmis ve en yiiksek
hacimsel ve spesifik aktivite degerlerini sirastyla 0.7 U/mL ve 165 U/gX olarak tespit
etmistir. Ayrica arastirmacilar, biyoreaktérde gelisen dagilmis hiflerin yiiksek goriiniir
viskozite (yaklastk 0.05 s kayma hizinda 200 Pa.s'yi asan) ve kayma incelmesi
ozellikleri (akis davranis indeksi 0.2'nin altinda) nedeniyle havalandirmanin zorlastigin
belirtmistir. Mikropartikiil uygulamasinda (10 um talc mikropartikiilleri) ise, 1-2 mm
arasinda capa sahip olan pelletlerin olustugunu, dolayisiyla bunun, fermentasyon
ortaminin havalandirilmasini kolaylastirdigini ve bdylece spesifik aktivitenin 3.5 kat
arttirdigini bildirmistir (Kowalska vd., 2017).

Bununla beraber, keciboynuzu ekstraktindan A. niger A42 (ATCC 204447)
iniilinazinm iiretimi gerceklestirilmistir. Oncelikle besiyeri kompozisyonu PBD ile
optimize edilmis olup optimum besiyeri formiilasyonu 5°Bx kec¢iboynuzu ekstrakti ve
%1 maya ekstrakti olarak belirlenmistir. Bu kosullar altinda gergeklestirilen
fermentasyonun sonucunda lase, Sase, I/S orani, Slase, SSase, seker tiiketimi, Qjase,
Qyeker, SUY, biyokiitle ve pH degerleri sirasiyla 1548.84 U/mL, 1377.17 U/mL, 1.13,
6135.69 U/mg, 5001.63 U/mg, 40.26 g/L, 559.15 U/mL/giin, 9.89 g/L/giin, %98.52,
13.2 g/L ve 6.34 olarak belirlenmistir. Daha sonra fermentasyon kosullar1 Box-Behnken
RSM ile optimize edilmis olup bagimsiz degiskenler olarak ¢alkalama hizi, inokiilasyon
oran1 ve besiyeri hacmi olarak belirlenmistir. Yapilan fermentasyon g¢aligmalarinin
sonucunda optimum fermentasyon kosullari sirasiyla 250 dev/dk, %2.3 (h/h) ve 135 mL
olarak tespit edilmistir. Bu kosullar altinda lase, Sase, I/S orani, Slase, SSase, seker
tiketimi, Qiase, Qgeker, SUY, biyokiitle ve pH degerleri sirasiyla 1560.17 U/mL, 1198.36
U/mL, 1.30, 4471.60 U/mg, 3441.34 U/mg, 38.42 g/L, 186.09 U/mL/giin, 13.44
g/L/giin, %98.41, 18.25 g/L ve 6.45 olarak bulunmustur (Ilgin 2017).

Benzer sekilde, yapilan bir ¢alismada seker kamist endiistrisinin bir yan iirtiinii
olan Pressmud, kat1 kiiltiir fermentasyonunu ile iniilinaz enziminin {iretimi i¢in karbon
kaynagi olarak kullanilmigtir. Besinlerin taranmasi ve Kluyveromyces marxianus ile
inulinaz enziminin {iretimi i¢in besiyeri kompozisyonunun optimizasyonu i¢in PBD ve
MKD kullanilmistir. PBD ile fermentasyon ortami kompozisyonunun 6n incelemesi i¢in
18 farkli besin se¢ilmistir. 18 farkli besiyeri bileseninden 5'i (misir maserasyon sivisi,
tire, et ekstrakti, FeSO4.7H20 ve KoHPO,) istatistiksel olarak dnemli bulunmus ve
MKD ile optimize edilmistir. Iniilinaz enziminin kati kiiltiir fermentasyonunda
tiretilmesi i¢in optimum besiyeri kompozisyonundaki miktarlar sirasiyla 0.06072 g/gds
(gram/gram kuru kat1), 0.01916 g/gds, 0.00957 g/gds, 0.00013 g/gds ve 0.00441 g/gds
olarak bulunmustur. Daha sonra iniilinaz iiretimi {izerine substrat olarak kullanilan
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Presmud'un konsantrasyonunun (6-10 g) etkisi incelenmis olup maksimum enzim
aktivitesi (288 U/gds) 10 g Presmud ile elde edilmistir (Dilipkumar vd. 2014a).

Bir baska ¢aligmada, A. terreus ile kat1 kiiltiir fermentasyonu yontemiyle substrat
olarak kullanilan diisiik maliyetli enginar yapraklarindan maksimum iniilinaz enzim
verimi elde edilmistir. PBD ve Taguchi yontemleri ile optimizasyondan sonra optimum
besiyeri kompozisyonu baslangic pH 8.5, fermentasyon sicakligi 30°C, %0.8 KH2PO4
and 6 mM Ca?*, %1 glukoz, %1 sukroz, %1 NHsHPOs, 5 mM Mg?* ve 3 g enginar
yapragi olarak tespit edilmistir. Optimum kosullar altinda maksimum enzim verimi de
21.058 U/gds olarak elde edilmis olup baslangi¢ besiyeri ortamindan 4.79 kat daha fazla
aktivite degerine ulasilmustir (EI Aty vd. 2014).

Kat1 kiiltiir fermentasyonunda Kluyveromyces S120 iniilinazinin {iretimi igin
besin seviyelerinin optimizasyonu, PBD tasarimma ve Box-Behnken tasarimina
dayanan cevap yiizey metodolojisi (RSM) kullamlarak gergeklestirilmistir. Ilk
optimizasyon asamasinda, ilgili faktorlerin etkisini degerlendirmek i¢cin PBD
kullanilmustir. Inulin, misir maserasyon sivist ve (NH4)2SO4'lin bugday kepegi substrati
ile daha uyumlu oldugu ve iniilinaz iiretiminin olumlu etkilendigi bulunmustur. Ikinci
asamada, belirlenen besinlerin konsantrasyonlart BBD kullanilarak optimize edilmis
olup bugday kepegindeki besinlerin optimum konsantrasyonlari sirasiyla %12.72 inulin,
%10.76 misir maserasyon sivist ve %1.61 (NH4)2SO4 olarak belirlenmistir. Optimum
besiyeri kosullarinda gergeklestirilen fermentasyondan 409.8 U/gds iniilinaz aktivitesi
elde edilmistir (Xiong vd. 2007). Benzer bir ¢alisma Chen vd. (2011b) tarafindan
gerceklestirilmis olup kati substrat olarak bugday kepeginde A. ficuum iniilinazinin
iiretimi i¢in besiyeri kompozisyonu PBD ve BBD ile optimize edilmistir. Optimum
besiyeri kompozisyonu %11.47 inulin, %5.71 misir maserasyon sivisi ve %0.76
(NH4)2S04 bilesenlerinden olusmustur. Bu kosullar altinda maksimum enzim aktivitesi
205.63 U/gds olarak belirlenmistir.

Sivi kiiltiir fermentasyonunda Geotrichum candidum ekzo-iniilinazinin {iretimi
icin proses parametreleri (inkiibasyon siiresi, sukroz konsantrayonu, pH, inokiilasyon
orani1 ve lire) PBD ile optimize edilmis olup bu parametrelerin optimum degerleri
sirasiyla 48 saat, 5 g/L, 6.0, %2 (h/h) ve %0.2 olarak belirlenmistir. Bu kosullar altinda
elde edilen iniilinaz aktivitesi (71.85 U/mL) ile 52 kat artis saglanmistir (Mughal vd.
2009).

Dinarvand vd. (2017), A. niger ATCC 20611 ile intraseliiler ve ekstraseliiler
iniilinaz ve invertazin derin kiiltiir fermentasyonunda iiretimi i¢in fermentasyon
kosullarim1 MKD ile optimize etmistir. Bagimsiz degiskenler olarak pH, sicaklik,
inokiilasyon orani ve karistirma hizi kullanilmis olup bunlarin optimum degerleri
sirastyla 6.5, 30°C, %6 (h/h) ve 150 dev/dk olarak belirlenmistir. Bu kosullar altinda
instraseliiler ve ekstraseliiler iniilinaz aktiviteleri sirasiyla 2801 U/mL ve 3949 U/mL
olarak elde edilirken intraseliiler ve ekstraseliiler invertaz aktiviteleri ise sirasiyla 2193
U/mL ve 4954 U/mL olarak tespit edilmistir.

Bir baska ¢alismada ise Penicillium oxalicum iniilinazinin laktoz bazli besiyeri
formiilasyonu ve proses degiskenleri sirali olarak Merkezi Kompozit Dizayn ile
optimize edilmistir. Dizayn-1 i¢in bagimsiz degiskenler laktoz (%1-3), NH4H2PO4
(%02-0.5), NaNO3 (%0.2-0.5) ve pH (5.0-7.0) olarak belirlenmistir. Dizayn-2 igin
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bagimsiz degiskenler sicaklik (25-35°C), inkiibasyon siiresi (4-6 giin), inokiilasyon
orani (1-3 misel agar diski) ve karistirma hiz1 (100-200 dev/dKk) olarak belirlenmistir.
Optimize edilen laktoz bazli besiyeri formiiasyonunda (sirastyla 3.7%, 0.35%, 0.35% ve
6.5) 44.44 U/mL iniilinaz aktivitesi elde edilirken proses kosullarinin optimizasyonu ile
(swrastyla 25°C, 5 giin, 2 agar diski ve 150 dev/dK) iniilinaz aktivitesi 50.45 U/mL'ye
artmistir (Singh ve Chauhan 2018).

PBD ve MKD ile optimize edilen besiyeri formiilasyonlarinda kullanilan maya
ekstrakti (her ikisinde de ortak) ve peptonun (yalnizca PBD) bilesimi (Kampen 2014),
Cizelge 4.19'da gosterilmistir. Cizelge 4.19'a gore, maya ekstraktinin kiil igeriginin
peptona gore oldukca fazla oldugu goriilmektedir. Bununla beraber, maya ekstraktinin
bilesiminde ¢oziinilir ekstrakt, amonyum nitrojen, serbest aminoazot, sistin, organik
siilfiir ve inorganik siilfiir belirlenmemistir. Ayrica, maya ekstraktinin izolosin, 16sin,
treonin, triptofan, valin, fosfor, bakir, ¢inko, biotin, tiamin ve riboflavin a¢isindan
peptona gére daha zengin bir kompozisyona sahiptir (Cizelge 4.19). Ozellikle maya
ekstraktinin vitamin ve ¢inko acisindan zengin oldugu goriilmektedir. Diger yandan,
peptonun toplam azot, amonyum nitrojen, serbest aminoazot, arjinin, aspartik asit,
sistin, glutamik asit, glisin, histidin, lisin, metiyonin, fenilalanin, tirozin, organik siilfiir,
inorganik siilfiir, potasyum, sodyum, magnezyum, kalsiyum, Kklor ve manganez
acisindan konsantrasyonlarimin maya ekstraktina gore daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Cizelge 4.19 incelendiginde, peptonun aminoasit ve mineral madde acisindan
maya ekstraktina gore daha zengin oldugu anlasilmaktadir. Ozellikle, peptondaki
arjinin, glutamik asit, glisin, tirozin, potasyum ve sodyum varliginin maya ekstraktina
gore yiiksek olmasi dikkat ¢ekmektedir (Kampen 2014). Sonug olarak, fermentasyon
strasinda azotlu bilesikler hiicre gelisimi ve {iriin olusumu i¢in metabolize edilmektedir.
Organik azot bilesiklerinin ¢ogu karbonhidratlar ve lipitler arasinda bir oksidasyon
seviyesine sahiptir. Dolayisiyla azotlu bilesikler; azot, karbon ve enerji kaynagi olarak
kullanilabilir (Shuler ve Kargi 2002). Bu durum, iniilinaz iretim egrisindeki
dalgalanmalarin neden kaynaklandigin1 agiklamaktadir. Soyle ki; fermentasyon
ortaminda karbon kaynagi olarak seker kalmadiginda (genellikle fermentasyonlarin 6.
giiniinden sonra besiyerindeki seker seviyesi 6nemli 6lglide azalmaktadir), besiyerinde
kullanilan maya ekstrakt1 veya peptonun bilesiminde bulunan aminoasit ve vitaminlerin
mikroorganizma tarafindan karbon kaynagi olarak kullamildigimi gostermektedir.
Boylece fermentasyon sirasinda iniilinaz seviyesi, karbon kaynagi olarak kullanilan
aminoasit ve vitaminlerin mikroorganizma tarafindan metabolize edilme siralamasina
bagli olarak (dioksik etki gibi disiiniilebilir) once artmakta, sonra yeni bir karbon
kaynagina ge¢me asamasinda stabil olmakta, daha sonra da yeni bir karbon kaynagina
(aminoasit veya vitamin) gegtiginde tekrar artmaktadir (Sekil 4.9, 4.14, 4.15, 4.28-4.37).
Sonug¢ olarak, yapilan bu calismada kontrol fermentasyonu (zenginlestirilmemis
besiyeri) ve PBD (%1 maya ekstrakti ve %1 pepton) ve MKD (%4.20 maya ekstrakti)
ile optimize edilen besiyeri formiilasyonlarindan elde edilen lase ve Sase aktivite
degerleri sirasiyla 37.93 ve 14.25 U/mL, 1011.02 ve 834.28 U/mL ve 1294.50 ve
1076.85 U/mL olarak elde edilmistir. Dolayisiyla enzim aktivitesi degerleri kontrol
fermentasyonuna gore PBD ile 26.65 ve 58.55 kat, MKD ile 34.13 ve 75.57 kat
artirllmastir.
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Cizelge 4.19. Besiyerinde kullanilan pepton ve maya ekstraktinin bilesimi (Kampen
2014)

Bilesen Pepton Maya ekstrakti
Kiil (%) 3.53 10.10
Coziiniir ekstrakt (%) 0.37 -
Toplam azot (%) 16.16 9.18
Amonyum nitrojen (%) 0.04 -
Serbest aminoazot (%) 3.20 -
Arjinin (%) 8.00 0.78
Aspartik asit (%) 5.90 5.10
Sistin (%) 0.22 -
Glutamik asit (%) 11.00 6.50
Glisin (%) 23.00 2.40
Histidin (%) 0.96 0.94
Izoldsin (%) 2.00 2.90
Losin (%) 3.50 3.60
Lisin (%) 4.30 4.00
Metiyonin (%) 0.83 0.79
Fenilalanin (%) 2.30 2.20
Treonin (%) 1.60 3.40
Triptofan (%) 0.42 0.88
Tirozin (%) 2.30 0.60
Valin (%) 3.20 3.40
Organik siilfiir (%) 0.33 -
Inorganik siilfiir (%) 0.29 -
Fosfor (%) 0.07 0.29
Potasyum (%) 0.22 0.04
Sodyum (%) 1.08 0.32
Magnezyum (%) 0.056 0.03
Kalsiyum (%) 0.058 0.04
Klor (%) 0.27 0.19
Manganez (mg/L) 8.60 7.80
Bakir (mg/L) 17.00 19.00
Cinko (mg/L) 18.00 88.00
Biotin (ng/g) 0.32 1.40
Tiamin (ng/g) 0.50 3.20
Riboflavin (ng/g) 4.00 19.00

4.5. Fermentasyonlarin Kinetik Modellemesi

Fungal gelisimi tanimlamaya yonelik kinetik bir model olusturmak i¢in gelisim
egrisini 6lgmek gerekir. Fungal gelisimi tanimlamak i¢in kinetik model kullanilabilir.
Bunun igin lojistic model kullanilmistir. Fungal gelisim igin lojistic modelin hesaplanan
kinetik parametreleri (umax Ve Xo) Cizelge 4.20'de gosterilmis ve bu degerler sirasiyla
PBD i¢in 0.83/giin ve 1.79 g/LL ve MKD ig¢in 0.97/giin ve 1.25 g/L olarak
hesaplanmistir. Buradan, MKD ile optimize edilen besiyerindeki spesifik fungal
gelisimin daha hizli oldugu anlasilmaktadir. Cizelge 4.20 ayrica lase iretimi, Sase
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iiretimi ve protein tretimi i¢in Luedeking-Piret (LP9 esitliginin hesaplanan kinetik
parametrelerini (o ve ) gosterir. Elde edilen sonuglara gére, PBD igin gelisimle ilgili
katsaymin (o) negatif degerleri Sase ve protein iiretiminin gelisim ile iligili olmadigini
gosterir. Ayrica, o degeri sifira (0) ¢ok yakin oldugundan dolayi iniilinaz {iretimi de
gelisim ile 1ilgili degildir (Cizelge 4.20). Dolayisiyla, PBD ile optimize edilen
besiyerinde liretimin fungal gelisimden bagimsiz oldugu anlagilmistir. Benzer sonuglar
lakkaz iiretimi ve lipid birikimine yonelik elde edilmistir (Saat vd. 2014; Tavares vd.
2005; Tevatia vd. 2012). Bir diger ¢aligmada ise o ve [ degerleri sirasiyla 16.73-19.79
U/mL ve 0.497-0.603 U/mL/sa arasinda degistigi i¢in iniilinaz iiretiminin gelisim ile
ilgili oldugu bulunmustur (Mazutti vd. 2009). Bu ¢alisma ile mevcut ¢alisma arasindaki
farkliligin mikroorganizmanin bakteriyal veya fungal kaynakli olmasindan dolay1
oldugu disiintilmektedir. Diger yandan, MKD ile optimize edilen besiyerinde
gerceklestirilen fermentasyonun sonucunda tiretim ile ilgili kinetik parametreler (o ve )
sirastyla lase i¢cin 8.46 U/mgX, 5.15 U/mgX.giin, Sase i¢in 4.31 U/mgX ve 4.83
U/mgX.giin ve protein i¢in -0.0096 g protein/gX ve 0.00174 g protein/gX.giin olarak
hesaplanmistir. Protein iiretimi i¢in hesaplanan negatif o degeri, liretimin gelisimden
bagimsiz oldugunu gostermektedir. Bunun yani sira, Boliim 3.22.2'deki kosullara gore a
# 0 and f # 0 oldugundan dolay1 (Cizelge 4.20) MKD ile optimize edilen besiyerinde
lase ve Sase iiretiminin karisik gelisim ile ilgili oldugu anlasilmaktadir.

Cizelge 4.20. PBD ve MKD ile optimize edilen besiyerlerindeki fermentasyonlar i¢in
hesaplanan model parametreleri

Kinetik parametreler PBD MKD
Fungal gelisim

Mmax 0.83 0.97
Xo 1.79 1.25
Xmax 16.25 19.86
R? 0.9720 0.9912
lase iiretimi

B (U/mgX.giin) 5.75 5.15
a (U/mgX) 0.27 8.46
R? 0.9889 0.9935
Sase iiretimi

B (U/mgX.giin) 5.51 4.83
a (U/mgX) -6.55 4.31
R? 0.9913 0.9931
Protein iiretimi

S (g protein/gX.giin) 0.00085 0.0017
a (g protein/gX) -0.0116 -0.0096
R? 0.7904 0.9436
Substrat tiiketimi

Z (gS/gX.giin) 0.00057 0.0090
y (gS/gX) 1.90 1.044
R? 0.9967 0.9637

Diger yandan, tipik olarak, enerji ve karbon kaynaklar1 ortamda fazla oldugunda,
mikroorganizmalar, depolama bilesikleri veya hiicre dis1 tirlinlerin olusumu yoluyla
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fazla enerjiyi ve karbonu dagitma egilimindedir. Fermentasyon sirasinda olusan asetik
asit, laktik asit ve hatta etanol gibi baz iiriinler hiicre biiylimesini olumsuz yonde etkiler
(Don ve Shoparwe 2010). Bu nedenle, hiicresel bakim igin spesifik substrat alim hizini
tanimlamak icin bir bakim katsayis1 (Z) kullanilmigtir. Z degerinin spesifik gelisim
hizina gore degisebilecegi bildirilmistir (Zeng vd. 1994). Daha sonra, Z degerinin;
hasarli hiicresel bilesenlerin onarimi, belirli besin ve iirlinlerin hiicrelerin i¢ine ve digina
aktarilmasi, hiicrelerin i¢ hacimdeki ozmolaritesinin tasinmasi ve ayarlanmasi ig¢in
gerekli enerji harcamasini temsil ettigi belirtilmistir (Shuler vd. 2017). Z degerlerinin,
hiicreyi ¢evreleyen cevresel kosullara ve gelisim hizina bagli olarak 0.02 ila 4.0 g
substrat/gX.sa arasinda degisebilecegi de belirtilmistir (Don ve Shoparwe 2010; Sinclair
vd. 1987). Cizelge 4.20'deki sonuglardan gorildigi gibi, her iki fermentasyon
ortaminda da inulinaz fermentasyonunun Z degeri, y degerinden diisliktlir; bu, A.
niger’in fermentasyon ortamindaki sekerleri enzim {iiretimi ve fungal gelisim igin
kullandigin1 géstermektedir. Bunun yani sira, substrat tiiketimi ile ilgili elde edilen
sonuclar, MLP modelinin, inulinaz fermentasyonu icin iyi bir dogrulukla substrat
tiiketiminin deneysel sonuglarini tahmin edebildigini gostermistir.

Ek olarak, fungal gelisim hizin1 (dX/dt), enzim veya protein iiretim hizin1 (dP/dt)
ve substrat tiiketim hizin1 (dS/dt) tanimlayan kinetik modellerin simiilasyonu da
gerceklestirilmistir. Her iki besiyerinde gergeklestirilen fermentasyonlarin uydurulan
kurveleri Sekil 4.40 ve 4.41 de gosterilmistir. Elde edilen sonuglara gére tahmin edilen
degerler ile deneysel veriler iyi bir uyum gostermistir. Sekil 4.40a ve Sekil 4.41a da
goriildigi gibi, A. niger'in logaritmik gelisim fazinin (fermentasyonun 1. ve 4. giinleri)
substrat tliketim hizinin maksimum oldugu bolge ile ¢cakismaktadir. Yavaslama fazinda
(Sekil 4.40) ve duragan fazda (Sekil 4.41), kinetik model deneysel fungal gelisim
verilerini nispeten yiiksek tahmin etmis olup R? degerleri PBD ve MKD igin sirasiyla
0.9720 ve 0.9912 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.20). Bu durum, fungal gelisim icin
onerilen kinetik modelin deneysel verileri tanimlamada basarili  oldugunu
gostermektedir. Her iki fermentasyon ortaminin duragan fazinda, ortamdaki diisiik seker
miktar1 kiifler tarafindan tiiketilmemistir (Sekil 4.40a ve Sekil 4.41a). Ote yandan, PBD
ile belirlenen besiyeri formulasyonunda gergekletirilen fermentasyonun logaritmik
fazindaki deneysel seker tiiketim verileri MLP model tarafindan basarili bir sekilde
tahmin edilirken (R? = 0.9967) (Sekil 4.40a) MKD ile optimize edilen besiyerinde
gerceklestirilen fermentasyonun logaritmik fazindaki seker tiiketim verileri nispeten
yiiksek tahmin edilmis olup R? degeri 0.9637 olarak hesaplanmis ve tatminkar bir sonug
vermistir (Sekil 4.41a ve Cizelge 4.20). Bununla beraber, enzim veya protein tiretimi
artmistir. Enzim iiretimi i¢in 6nerilen kinetik modellerle tahmin edilen veriler, deneysel
degerler ile ¢ok iyi uyum saglamustir (Sekil 4.40 ve Sekil 4.41). lase icin R? degerleri
0.9889 (PBD) ve 0.9935 (MKD) olarak hesaplanmis olup Sase i¢in bu degerler sirasiyla
0.9913 ve 0.9931 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.20). Bunun yani sira, fungal gelisim,
fermentasyonun 5-6. giinlerinden itibaren yavaslamasina veya durmasina ragmen enzim
veya protein iiretiminin devam ettigi anlagilmis olup tiretimin gelisimden bagimsiz veya
karigik gelisim olarak gergeklestigi diisiiniilmektedir (Cizelge 4.20). Ayrica, protein
konsantrasyonu her iki fermentasyon ortaminda da kiiflerin logaritmik fazinda azalirken
duragan fazinda artmistir. Tahmin edilen protein miktarlarinin da ayni egilimde oldugu
bulunmustur (Sekil 4.40b ve Sekil 4.41b).
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Sekil 4.40. PBD ile optimize edilen besiyeri formiilasyonunda gerceklestirilen
fermentasyonun Lojistic model, LP model ve MLP model ile fit edilen fungal gelisim,
seker tiikketimi, lase ve Sase iiretimi (a), protein miktari, I/S orani, Slase ve SSase
egrileri (b)

Bu durumun fermentasyon ortaminda kullanilan organik azot kaynaklarindan (PBD i¢in
maya estrakti ve pepton; MKD icin maya ekstrakti) kaynaklandigi diigiiniilmiis olup
ortamdaki azot kaynag tiiketildiginde (fermentasyonun 3-4. giinleri) protein iiretiminin
arttigl gézlemlenmistir. Bu durum aslinda fermentasyon boyunca protein {iretiminin
devam ettigini gostermektedir. Diger yandan, deneysel Slase ve SSase verileri, tahmin
edilen lase, Sase ve protein degerleri kullanilarak hesaplanmistir (Sekil 4.40b ve Sekil
4.41Db). Slase ve SSase degerleri, fungal gelisim ile birlikte duragan faza kadar hizli bir
sekilde artiktan sonra azalan oranda artmaya devam etmistir (Sekil 4.40b ve Sekil
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4.41D). Spesifik aktivite degerlerinin tahmini ile ilgili sonuclar R? degerlerine gore son
derece tatmin edici bulunmus olup PBD ve MKD ile ilgili Slase i¢in bu degerler
sirasiyla 0.9693 ve 0.9825 olarak bulunurken SSase i¢in R? degerleri sirasiyla 0.9879 ve
0.9798 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.20).
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Sekil 4.41. MKD ile optimize edilen besiyeri formiilasyonunda gerceklestirilen
fermentasyonun Lojistic model, LP model ve MLP model ile fit edilen fungal gelisim,
seker tiikketimi, lase ve Sase iiretimi (a), protein miktari, I/S orani, Slase ve SSase
egrileri (b)

4.6. Kiiciik Olcekli (5-L) Biyoreaktorde Iniilinaz Fermentasyonu
Laboratuvar 6lcekli karistirmali tank biyoreaktorde iniilinaz fermentasyonlari

gerceklestirilmistir. Fermentasyon kosullar1 Bolim 3.10'da agikca belirtilmistir.
Fermentasyon sirasinda alinan 6rneklerde toplam indirgen seker, lase, Sase ve protein
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miktar1 analizleri yapilmis olup I/S orani, Slase ve SSase aktivite degerleri de
hesaplanmistir. Elde edilen bulgular agsagida verilmistir.

4.6.1. pH kontrolsiiz ve havalandirmasiz biyoreaktorde inulinaz iiretimi

Havalandirmasiz ve pH kontrolsiiz kii¢lik 6l¢ekli karistirmali tank biyoreaktorde
inlilinaz fermentasyonlar1 gergeklestirilmis olup fermentasyonlar 15 giin boyunca
devam etmistir. Gergeklestirilen fermentasyonun neticesinde fermentasyon ortamindaki
sekerin 6nemli bir boliimii (>56%) mikroorganizma tarafindan tliketilememistir (Sekil
4.42a). Bunun temel nedeni, fermentasyon ortaminda fungal gelisimin yetersiz
olmasidir (Sekil 4.43). Bununla beraber, minimum seker konsantrasyonu
fermentasyonun sonunda 18.58 g/L olarak 6l¢iilmiis olup maksimum seker tiiketim hizi
fermentasyonun 2-4. giinleri arasinda olmustur. Diger yandan, lase aktivitesi
fermentasyonun 7. giiniine kadar artmis ve 7. giindeki aktivite degeri 68.03 U/mL olarak
belirlenmistir. Bu asamadan sonra aktivite de sert bir diisiis tespit edilmis olup 8. giinde
aktivite degeri 16.37 U/mL olarak elde edilmistir. Ancak fermentasyonun sonuna kadar
inigli-¢cikislt artiglar yapilan analizlerin neticesinde belirlenmis olup maksimum lase
aktivite degeri fermentasyonun sonunda 79.28 U/mL olarak dlgiilmiistiir. Sase aktivitesi
de lase aktivitesine paralellik gostermis olup fermentasyonun 5. giiniine kadar aktivite
diizenli bir sekilde atmis olup aktivite degeri 61.69 U/mL olarak hesaplanmistir (Sekil
4.42a). Ancak Sase aktivitesi lase aktivitesi gibi degiskenlik gdstermeyip aktivitenin
nispeten daha stabil seyrettigi belirlenmistir (Sekil 4.42a). Maksimum Sase aktivite
degeri fermentasyonun sonunda Olglilmiis olup bu deger 84.30 U/mL olarak
hesaplanmustir.
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Sekil 4.42. pH kontrolsiiz ve havalandirmasiz ortamda gergeklestirilen fermentasyon
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Sekil 4.43. pH kontrolsiiz ve havalandirmasiz ortamda yetersiz fungal gelisim

Ote yandan, lase ve Sase aktiviteleri hesaplandigindan dolayr I/S oranin
fermentasyon boyunca nasil seyrettigi de belirlenmis olup 0.37-1.06 arasinda
degismistir (Sekil 4.42b). I/S oranmin 10?den biiyiik olmasi iiretilen enzimin iniilinaz
dosgasinda oldugunu gostermektedir. Bununla beraber, fermentasyon ortaminin
baslangi¢c pH'1 5.0'a ayarlandiktan sonra ilk ii¢ glin boyunca 5.14'e kadar artmis ve
sonrasinda 4.63'e diismiis ve fermentasyonun 13. giiniine kadar azalmaya devam
etmistir (Sekil 4.42b). Bu durumun temel nedeninin fermentasyon sirasinda iiretilen
organik asitler oldugu diisiiniilmektedir. Ote yandan, Sekil 4.42¢ fermentasyon boyunca
protein miktari, Slase ve SSase degisimini gostermektedir. Elde edilen bulgulara gore,
baslangi¢ protein konsantrasyonu 0.30 mg/mL olarak 6l¢iilmiis olup bu degerin yiiksek
olmasinin nedeni besiyerine eklenen organik azot kaynagindan (%4.42 maya ekstrakti,
a/h) kaynaklanmaktadir. Fermentasyonun 8. giiniine kadar protein miktar1 0.10 mg/mL
seviyesine kadar azalmis olup bu gilinden sonra protein miktarinda nispeten artis tespit
edilmis ve fermentasyonun sonunda protein miktar1 0.12 mg/mL olarak olc¢tilmustiir.
Protein miktar1 hesaplandigindan dolay1 Slase ve SSase aktivite degerleri de
hesaplanmis olup sonuglar Sekil 4.42c'de gosterilmistir. Slase aktivite degerleri lase
aktivite degerleri ile ayn1 egilimde oldugu belirlenmis olup fermentasyonun 7. giiniine
kadar spesifik aktivite diizenli olarak 415.47 U/mg'a arttiktan sonra diisiis gézlemlenmis
ve maksimum Slase aktivite degeri fermentasyonun sonunda 662.69 U/mg olarak
hesaplanmistir. Benzer sekilde, SSase aktivite degerlerinin de Sase aktivite degerleri ile
ayn1 egilimde oldugu ve maksimum SSase degerinin fermentasyonun sonunda 706.94
U/mg olarak tespit edilmistir.

4.6.2. pH kontrollii ve havalandirmasiz biyoreaktorde inulinaz iiretimi

Karigtirmali tank biyoreaktdrde pH kontrollii ve havalandirmasiz fermentasyon
gerceklestirilmis olup elde edilen sonuglar Sekil 4.44'te sunulmustur. Elde edilen
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sonuglara gore fermentasyon ortamindaki sekerin fermentasyonun 3. giiniinden sonra
tilkketilmedigi belirlenmis olup (Sekil 4.44a) fermentasyonun sonunda sekerin %27.27'si
tiketildigi (yani %72.73"inlin tiiketilmedigi) belirlenmistir. Bunun temel nedeni,
fermentasyon ortamindaki yetersiz fungal gelisimdir (Sekil 4.45). Ote yandan,
besiyerindeki sekerin fermentasyonun 2-4. giinleri arasinda maksimum hizda tiiketildigi
gozlemlenmistir. Dolayisiyla fermentasyonun 5. giliniinne kadar lase ve Sase aktivite
degerleri siirekli olarak artmis olup 5. giindeki degerler sirasiyla 49.22 U/mL ve 55.65
U/mL olarak oOl¢iilmiistiir. Fermentasyonun 5. giiniinden sonra lase ve Sase aktivite
degerleri sert bir sekilde azalmis olup (Sekil 4.44a) aktiviteler sirasiyla 14.42 U/mL ve
21.44 U/mL olarak belirlenmistir. Fermentasyonun 5. giiniinden sonra aktivite degerleri
inisli-¢ikisli seklinde devam etmistir. Makismum lase ve Sase aktivite degerleri
stirastyla 53.36 U/mL (fermentasyonun 9. giinii) ve 55.65 U/mL (fermentasyonun 5.
giinii) olarak olgilmustiir (Sekil 4.44a). Fermentasyon boyunca lase ve Sase aktivite
degerleri belirlendiginden dolayr I/S oram1 degerleri de hesaplanmis olup 0.14
(fermentasyonun 2. giinii)-1.30 (fermentasyonun 9. giinii) arasinda degismistir (Sekil
4.44b). Dolayisiyla I/S oranlar1 10?'den biiyiik oldugundan, iiretilen enzim iniilinaz
dogasindadir.
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Sekil 4.44. pH kontrollii ve havalandirmasiz ortamda gerceklestirilen fermentasyon

Diger yandan, alinan orneklerde protein analizi yapilmis olup sonuglar Sekil
4.44c'de sunulmustur. Elde edilen sonuclara fermentasyon ortamindaki protein
konsantrasyonu fermentasyonun 2. giiniine kadar 0.24 mg/mL'den 0.29 mg/mL'ye
artmis olup sonrasinda fermentasyonun 6. giiniine kadar diislis gozlemlenmistir (0.142
mg/mL). Sonraki giinlerde ise besiyerindeki protein seviyesinde zaman zaman artma ve
azalma belirlenmis olup fermentasyonun 10. giiniinde 0.25 mg/mL'ye artmigtir.
Fermentasyonun sonunda protein konsantrasyonu 0.184 mg/mL olarak 6l¢iilmiistiir.
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Alman Orneklerdeki protein seviyesi belirlendiginden dolayr Slase ve SSase
aktivite degerleri de hesaplanmistir (Sekil 4.44c). Elde edilen sonuglara gore hem Slase
hem de SSase aktivite degeri fermentasyonun 5. giiniine kadar diizenli bir sekilde
artmistir (sirasiyla 197. 48 U/mg ve 223.80 U/mg) (Sekil 4.44¢). Sonrasinda ise aktivite
degerleri diizenli olarak artig gdstermemistir (tipki lase ve Sase aktivite degerlerinde
oldugu gibi, Sekil 4.44a). Maksimum Slase ve SSase degerleri sirasiyla 310.87 U/mg
(fermentasyonun 9. giinii) ve 277.80 U/mg (fermentasyonun 12. giinii) olarak
hesaplanmustir.

Sekil 4.45. pH kontrollii ve havalandirmasiz ortamda yetersiz fungal gelisim
4.6.3. pH kontrolsiiz ve havalandirmal biyoreaktorde inulinaz iiretimi

Karigtirmali tank biyoreaktorde pH kontrolsiiz ve havalandirmali intilinaz
fermentasyonu gercgeklestirilmistir. Havalandirmasiz fermentasyon ortaminda fungal
gelisimin yetersiz oldugu Sekil 4.43 ve Sekil 4.45'te gosterilmistir. Bu nedenle gelisimi
ve iretimi tesvik etmek amaciyla fermentasyon ortamimna 1 vvm hava verilmistir.
Boylece pH kontroliiniin yani1 sira havalandirmanin da etkisi incelenmistir. Diger
yandan, asir1 fungal gelisim nedeniyle havalandirmanin etkisi azalacagindan dolay1
karistirma hizi da 200 dev/dk'den 600 dev/dk'ye kademeli olarak artirilmustir.
Havalandirmali ve pH kontrolsiiz gerceklestirilen fermentasyon ile ilgili sonuglar Sekil
4.46'da verilmistir. Elde edilen sonuglara fermentasyon ortamindaki sekerin %87.67'si
fermentasyonun 2. giiniinde tiiketilmis olup fermentasyonun sonunda toplam sekerin
%10'u tiikketilmemistir. Maksimum seker tiiketim hizi fermentasyonun baslangicr ile 2.
glinii arasindadir (Sekil 4.46a). Seker tiiketimi ile birlikte asir1 ve diizensiz fungal
gelisim gozlemlenmistir (Sekil 4.47). Fakat enzim aktivite degerlerinde seker tliketimi
ve fungal gelisime paralel olarak 6nemli bir artis tespit edilmemistir (Sekil 4.46a).

138



BULGULAR VE TARTISMA M. GERMEC

Diger yandan asir1 fungal gelisim nedeniyle yetersiz havalandirmay1 dnlemek
icin fermentasyonun 1. giinii sonrasinda karistirma hizi 275 dev/dk'ye, 2. giinii
sonrasinda 350 dev/dKk'ye, 3. giinii sonrasinda 500 dev/dk'ye, ve 4. giinii sonrasinda 600
dev/dk'ye artirilmis olup fermentasyonun 7. giiniinden sonra karistirma hizi 400
dev/dk'ye dustirilmistir (Sekil 4.46d). Cilinkii ortamda substrat olmadigindan veya
diisiik seviyede oldugundan ve kiiflerin canlilig1r 6nemli 6l¢lide kayboldugundan dolay1
ylizeye tutunma kabiliyeti azalmakta ve bu kiifler fermentasyon ortamina karigsmaktadir.
Bu da yiksek karistirma hizi degerinde asir1 kopiirmeye neden olmakta ve
fermentasyonun etkinligini azaltmaktadir. Karistirma hiz1 artisina paralel olarak enzim
iiretiminde de dogru orantili olarak artis saglanmistir (sekil 4.46a). Oyle ki en yiiksek
lase ve Sase aktivite degerleri fermentasyonun 8. giinlinde sirasiyla 1810.76 U/mL ve
1537.88 U/mL olarak belirlenmistir (Sekil 4.46a).
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Sekil 4.46. pH kontrolsiiz ve havalandirmali biyoreaktorde gerceklestirilen
fermentasyon

Fermentasyon boyunca I/S orani 1.18-2.14 arasinda degismis olup minimum ve
maksimum degerleri sirasiyla fermentasyonun 8. ve 3. giinlerinde tespit edilmistir (Sekil
4.46b). Dolayisiyla, I/S oranlart 10?'den biiyiik oldugundan, iiretilen enzim iniilinaz
dogasindadir. Fermentasyon, besiyerinin baglangi¢ pH degeri 5.0'a ayarlandiktan sonra
baglatilmis olup sonrasinda pH kontrol edilmemistir (Sekil 4.46b). Besiyerinin pH
degeri ilk giin 5.39'a kadar arttiktan sonra 4. giine kadar 4.60 seviyesine kadar
gerilemistir (Sekil 4.46b). Besiyeri pH'inin azalmasinin nedeni fermentasyon sirasinda
ortama salinan organik asitlerdir. Sonrasinda ise nispeten pH degerinde artis tespit
edilmis olup fermentasyonun 9. giiniinde pH degeri 5.01 olmustur. Diisiik pH nedeniyle
hiicrelerin paraglanmasi ve bdylece hiicre iginden baska metabolitlerin agiga ¢ikmasi ve
ayn1 zamanda canli hiicreler tarafindan enzim iliretiminin devam etmesi, fermentasyon
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ortam1 pH'min artmasina neden olmus olabilir. Fermentasyonun sonunda ise pH degeri
4.92 olarak ol¢iilmiistiir (Sekil 4.46b).

.| = o A

o T

Sekil 4.47. pH kontrolsiiz ve havalandirmali biyoreaktérde asir1 ve diizensiz fungal
gelisim

Fermentasyon boyunca protein konsantrasyonu da oOlgiilmiistiir (Sekil 4.46¢).
Elde edilen bulgulara gore protein seviyesi (0.04 mg/mL) fermentasyonun 2. giiniinde
minimum olarak olgtilmistiir (Sekil 4.46¢). Sonrasinda ise fermentasyonun 7. giiniine
kadar diizenli bir artis tespit edilmis olup fermentasyonun 8. giiniinde 0.50 mg/mL'den
0.48 mg/mL'ye azalmistir. Fermentasyonun sonunda ise protein konsantrasyonu 0.59
mg/mL olarak olgiilmistir (Sekil 4.46¢). Slase ve SSase aktivite degerleri de
hesaplanmis olup maksimum degerleri sirasiyla fermentasyonun 2. giiniinde 5361.45
U/mg ve 4371.58 U/mg olarak belirlenmistir (Sekil 4.46¢). Sonraki giinde ise spesifik
aktivite degerleri dnemli 6l¢lide azalmistir (sirastyla 5361.45 U/mg'dan 3321.49 U/mg'a,
4371.58 U/mg'dan 1552. 53 U/mg'a) (Sekil 4.46c). Enzim aktivite degerlerinin artmasi
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ile birlikte (Sekil 4.46a) fermentasyonun 4. giinlinde spesifik aktivite degerlerinde
nispeten artis olsa da fermentasyonun 7. giinline kadar stabil kalmistir (Sekil 4.46¢).
Fermentasyonun 8. giiniinde ise Slase ve SSase aktivite degerleri 3829.83 U/mg ve
3250.44 U/mg'a artsa da fementasyonun sonunda sirastyla 3029.22 U/mg ve 2206.65
U/mg'a azalmistir (Sekil 4.46¢).

4.6.4.pH kontrollii ve havalandirmal biyoreaktorde inulinaz iiretimi
Kiictiik 6lcekli karnistirmali tank biyoreaktére pH kontrolii ve havalandirma

yapilarak da iniilinaz fermentasyonu gerceklestirilmis olup fermentasyon sonuglari
Sekil 4.48'de gbsterilmistir.

o : SRS :
3 F 600 =
35 ) 1600 3 5 g
R &
~30 L 1400 E . L 500 &
=Y 7 = =" 5
225 [ 12005 & L 400 £
5 F 1000 & S 3 1 =
£ 20 [ 500 & L 300 E
%15 oo 5 2; 20 %
10 1 L 400 3 S
s | 11 L 100 &
5 F 200
0 —T—T— T 0 0 T T — — — T 0
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 0 1 2 3 4 5 6 7 g 9 10
Zaman (giin) Zaman (giin)
——Seker —O—Ilase —t—Sase —0—=1/S oram —O~Karistirma izt
0.9 1 ¢ r 3500
_ 081 3000 5
= S
%0.6 ] 2500 E‘:
EO 5 2000 §;
£ 1500 &4

01 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Zaman (giin)

—o—Protein —O~Slase —&—SSase

Sekil 4.48. pH kontrollii ve havalandirmali biyoreaktorde gergeklestirilen fermentasyon

Elde edilen sonuglara gore fermentasyon ortamindaki sekerin yaklasik %83
fermentasyonun 2. giiniinde kiifler tarafindan sorunsuzca tiiketilmis olup
fermentasyonun sonunda 3.69 g/L seker tliketilememistir (%9.6) (Sekil 4.48a).
Fermentasyonun baglangict ile 2. giinii arasinda maksimum geker tiiketim hizi
gerceklesmistir. Fermentasyon ortamindaki sekerin biiyiik bir kism1 fermentasyonun 2.
giiniinde tiiketilmesine ragmen enzim aktivitesinde kayda deger bir artis tespit
edilememis olup lase ve Sase aktivite degerler sirastyla 148.43 U/mL ve 28.46 U/mL
olarak oOl¢iilmiistiir (Sekil 4.48a). Ancak havalandirmanin da etkisiyle fermentasyonun
baslangicindan 2. giiniine kadar asir1 ve diizensiz bir hiicre gelisimi oldugu
gozlemlenmis (Sekil 4.49) olup hiicre gelisimine paralel olarak aktivite degerinde
onemli bir artig belirlenmemistir.
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Sekil 4.49. pH kontrollii ve havalandirmali biyoreaktorde asir1 ve diizensiz fungal
gelisim

Etkin bir havalandirma saglamak i¢in karigtirma hizi fermentasyonun 2. giiniinde
350 dev/dk'ye, 3. giiniinde 500 dev/dk'ye ve 4. giiniinde ise 600 dev/dK'ye artirilmigtir
(Sekil 4.48b). Fermentasyonun 3. giiniinden itibaren aktivite degerleri hizli bir sekilde
artmaya baslamis olup maksimum lase ve Sase aktivite degerleri sirasiyla 1825.38
U/mL (7. giin) ve 1151.94 U/mL (8. gilin) olarak tespit edilmistir (Sekil 4.48a).
Fermentasyonun sonunda ise aktivite degerleri nispeten azalmig olup lase ve Sase
aktiviteleri sirasiyla 1765.92 U/mL ve 1115.40 U/mL olarak 6l¢iilmiistiir (Sekil 4.48a).
lase ve Sase aktivite degereleri olgiildiigiinden dolay1 I/S oranlar1 da hesaplanmis olup
sonuclar Sekil 4.48b'de gosterilmistir. Elde edilen sonuglara gére maksimum I/S orani
fermentasyonun 2. giiniinde 5.22 olarak hesaplanirken minimum degeri fermentasyonun
1. giiniinde 1.09 olarak belirlenmistir (Sekil 4.48b). Dolayisiyla iiretilen enzimin
intilinaz dogasinda oldugu bir kez daha kanitlanmigtir. Cilinkii fermentasyon boyunca
hesaplanan I/S oranlar1 10"?den biiyiiktiir.

Fermentasyon boyunca alinan O6rneklerde protein konsantrasyonu da olciilmiis
olup sonuclar Sekil 4.48c'de sunulmustur. pH kontrolsiiz ve havalandirmali
fermentasyonun sonuglarin bezer sekilde minimum protein aktivitesi fermentasyonun 2.
Giinilinde 0.14 mg/mL olarak 6l¢iilmiistiir. Bu glinden sonra ise protein konsantrasyonu
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siirekli artis gostermis olup maksimum protein seviyesi fermentasyonun sonunda 0.78
mg/mL olarak belirlenmistir (Sekil 4.48c). Protein, lase ve Sase seviyelerine bagl
olarak Slase ve SSase degerleri de hesaplanmis olup sonuglar Sekil 4.48c'de verilmistir.
Elde edilen bulgulara gore Slase aktivitesi fermentasyonun 3. giiniine kadar, SSase
aktivitesi de fermentasyonun 4. giiniine kadar stirekli bir artis gostermis olup spesifik
aktivite degerleri sirasiyla 2165.92 U/mg ve 1090.07 U/mg olarak belirlenmistir (Sekil
4.48c). Maksimum Slase ve SSase degerleri sirasiyla fermentasyonun 7. ve 8.
giinlerinde 2902.80 U/mg ve 1561 U/mg olarak hesaplanmistir. Fermentasyonun
sonunda ise spesifik aktivite degerlerinde nispeten diisiis gézlemlenmis olup sirasiyla
2273.56 U/mg ve 1435.60 U/mg olarak belirlenmistir (Sekil 4.48c).

4.6.5. Kiigiik olcekli biyoreaktordeki fermentasyonlarin karsilastiriimasi

Kiiciik Olgekli karistirmali tank biyoreaktérde pH kontrollii/kontrolsiiz ve
havalandirmali/havalandirmasiz ortamlarda iniilinaz fermentasyonlar1 gergeklestirilmis
olup sonuglar yukarida tartisilmistir. Bununla beraber, fermentasyonlardan elde edilen
veriler kullanilarak kinetik parametreler de hesaplanmis olup sonuglar Cizelge 4.21'de
verilmigtir.

Cizelge 4.21. Biyoreaktorde pH kontrolii ve havalandirmanin etkisini inceleyen
fermentasyonlarin karsilastirilmasi

Kinetik parametreler pH kontrolsiiz pH kontrollii
Havalandirmasiz Havalandirmah Havalandirmasiz Havalandirmah
lase (U/mL) 79.28+3.07° 1810.76+5.852 53.36+2.19° 1825.38+47.75%
Sase (U/mL) 84.30+7.80° 1537.88+15.592 55.65+1.27°¢ 1170.46+0.97°
I/S oram 0.95+0.05¢ 1.18+0.01° 0.96+0.02° 1.56+0.042
Slase (U/mg) 662.69+£65.76°  5361.45+1412.682 290.95+19.65° 2902.80+176.812
SSase (U/mg) 706.94+107.72°  4371.58+1028.60? 223.80+16.01° 1561.31+24.43b
Qiase (U/mL/giin) 19.08+1.34b 333.96+5.772 14.72+0.14° 376.48429.532
Qsase (U/mL/giin) 22.19+0.13¢ 316.71£16.792 14.92+0.50°¢ 256.80+2.44°
Qserer (g/L/giin) 4.53+0.14° 14.85+0.04° 3.44+0.119 15.87+0.348
SUY (%) 43.13+0.18° 89.95+0.258 27.27+£2.79¢ 90.84+0.622

Ayni satirda farkli harfleri tagiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05).

Elde edilen bulgulara gore fermentasyonlarin basarili  bir sekilde
gergeklestirilebilmesi i¢in besiyerine mutlaka havalandirma yapilmalidir. Havalandirma
ile hem hiicre gelisimi, hem enzim tiretimi hem de substrat tiiketimi tesvik edilmektedir.
Bununla beraber, fermentasyon ortamina verilen havalandirmanin etkinligini artirmak
ve havanin besiyerinde homojen dagilimini saglamak amaciyla karistirma hizi da belirli
araliklarla artirilmalidir (Sekil 4.46d ve Sekil 4.48b). Boylece, enzim iiretimi karistirma
hizinin artirilmasiyla birlikte dogru orantili olarak artmistir (Sekil 4.46a ve Sekil 4.48a)
Diger yandan asir1 ve diizensiz fungal gelisim (Sekil 4.47 ve Sekil 4.49), farkli
fermentasyon stratejileri ve modlar1 ile mutlaka kontrol edilmeye calisilarak tiretim
etkinligi ve seviyesi daha ileri seviyelere artirllmalidir.

Cizelge 4.21'deki fermentasyonlar incelendiginde, fermentasyon ortamina hava
verilen fermentdrde calisilan tiim kinetik parametrelerin, havalandirmasiz ortamda
yapilan fermentasyonun kinetik verilerinden istatistiksel olarak dnemli dl¢lide farklilik
gosterdigi tespit edilmistir (P<0.05). Oyle ki, pH kontrolsiiz ve havalandirmali
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biyoreaktorden elde edilen kinetik degerler (lase, Sase, Slase, SSase, Qiase, Qsase, Qseker
ve SUY), pH kontrolsiiz ve havalandirmasiz fermentérden elde edilen kinetik
degerlerden sirasiyla 22.84, 18.24, 8.09, 6.18, 17.50, 14.27, 3.28 ve 2.09 kat daha
yikksek oldugu belirlenmistir  (P<0.05). Benzer sekilde, pH kontrollii ve
havalandirmasiz/havalandirmali biyoreaktorlerde de bu degerlerin sirasiyla 34.21,
21.04, 9.98, 6.98, 25.58, 17.21, 4.61 ve 3.33 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir
(P<0.05). Ote yandan, pH kontrolsiiz fermentasyondan elde edilen kinetik verilerin pH
kontrollii fermentasyondan elde edilen kinetik verilerden genellikle daha yiiksek oldugu
hesaplanmistir  (Cizelge 4.21). Ornegin, pH kontrolsiiz ve havalandirmasiz
biyoreaktorden hesaplanan kinetik veriler (I/S orami hari¢), pH kontrollii ve
havalandirmasiz biyoreaktdorden hesaplanan kinetik verilerden daha yiiksek elde
edilmistir. Benzer sonuglar, pH kontrolsiiz/havalandirmali fermentasyondan da elde
edilmis olup pH kontrollii/havalandirmali fermentasyondan elde edilen lase aktivitesi,
I/S orani, Qiase, Qserer V& SUY degerleri nispeten yiiksek belirlenmistir. Ancak Qseker
hari¢ (P<0.05) tiim kinetik parametrelerin istatistiksel olarak 6nemsiz oldugu tespit
edilmistir (P>0.05). Diger yandan, hesaplanan I/S oranlar1 10?den biiyiik oldugundan
dolay1 iiretilen enzimin iniilinaz dogasinda oldugunu gostermektedir (Cizelge 4.21).
Sonu¢ olarak, bundan sonraki yapilacak calismalarda biyoreaktorde
gerceklestirilecek iniilinaz fermentasyonlar1 pH kontrolsiiz ve havalandirmah
ortamda gerceklestirilmelidir. Ayrica, elde edilen bu sonuglar, sonraki yapilacak
calismalara 151k tutmakta ve bu ¢alismalarin temelini olusturmaktadir.

Yapilan bir ¢alismada, Kluyveromyces marxianus ile iniilinaz tiretimi i¢in hava
akis hizi ve calkalama hizi, metabolik 1s1 salma profillerine dayanarak optimize
edilmistir. Elde edilen sonuglara gore, karistirma hizinin 100 dev/dk'den diisiik olmasi,
daha az iniilinaz tretimine yol agmustir. Ancak, 150 dev/dk'den biiyiik karistirma
hizlarinda Dbiyokiitle kaybmnin daha az iniilinaz aktivitesine neden oldugu da
bildirilmistir. Havalandirma oranlar1 <0.5 vvm olan denemede diisiik k.a hesaplanirken,
1.5 vvm'de ise reaktor igeriginin kopiirmesi, biyokiitle ve inulinaz aktivitesinde kayba
neden olmustur. Sonug olarak, optimum havalandirma ve Karistirma hizlar1 sirasiyla 1
vvm ve 150 dev/dk olarak belirlenmistir (Santharam vd. 2019). Silva-Santisteban and
Filho (2005) havalandirma ve karistirmanin K. marxianus ile iniilinaz iiretimi tizerine
etkisini  kesikli-karistirmali reaktdrde calismistir. Calkalama hizi 50-550 dev/dk,
havalandirma orani da 0.5-2.0 vvm arasinda degismistir. Elde edilen sonuglara gore
enzim tiretiminin karigtirma kosullarindan kuvvetli bir sekilde etkilendigi, havalandirma
oraninin daha az 6nemli oldugu belirlenmistir. Ayrica, karigtirma hizindaki artisin,
yiiksek hizlarda biiylik 6l¢iide O6liim oranmm artirdigindan dolayr enzim iiretimini
azalttig bildirilmistir.

4.7. Biiyiik Olgekli (30-L) Biyoreaktérde Iniilinaz Fermentasyonu

Biiyiik olgekli (30-L) karistirmali tank biyoreaktorde iniilinaz fermentasyonu
gerceklestirilmis olup elde edilen sonuglar Sekil 4.50'de sunulmustur. Seker tiiketim
grafigi incelendiginde (Sekil 4.50a), sekerin kiifler tarafindan sorunsuzca tiiketildigi
gozlemlenmis olup fermentasyonun 5. gliniinde ortamdaki sekerin yaklasik %81'1 kiifler
tarafindan metabolize edilmistir. Fermentasyonun sonunda ise 5.70 g/L seker
tiiketilmeden kalmig olup toplam seker kullanim oran1 (SUY) %85.60 olarak
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hesaplanmustir. Qserer i1S€ fermentasyoun 2-4. giinleri arasinda oldugu tespit edilmis olup
bu deger 8.11 g/L/giin olarak bulunmustur.
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Sekil 4.50. Biiyiik olgekli (30-L), pH kontrollii ve havalandirmali karistirmali tank
biyoreaktorde gerceklestirilen fermentasyon

Fermentasyon boyunca alinan o6rneklerde goriintiileme analizi yapilmis olup
fermentasyonun 1. giiniinden itibaren 5. giinline kadar hiicre yogunlugu veya misel
olusumunun giderek arttig1 gézlemlenmistir (Sekil 4.51). Fermentasyonun 7. gliniinden
sonra ise ortamdaki seker konsantrasyonu minimum seviyelerde oldugundan dolayi
hiicrelerin canlilik fonkisyonlarin1 kaybetmeye basladigi ve karigtirmanin da etkisiyle
hiicre parcalanmasinin oldugu gozlemlenmis olup (Sekil 4.51) bu glinden sonra hem
lase hem de Sase aktivite degerlerinde sigrama meydana gelmistir (Sekil 4.50a). Oyle
Ki; Qiase V& Qsase, fermentasyonun 7-9. giinleri arasinda olup bu degerler sirasiyla 150.82
U/mL/glin ve 190.04 U/mL/giin olarak hesaplanmistir. Diger yandan, Sekil 4.50a
incelendiginde enzim iretiminin fermentasyon boyunca devam ettigi goriilmiis ve
fermentasyonun sonunda maksimum lase ve Sase aktivite degerleri sirasiyla 791.35
U/mL ve 616.90 U/mL olarak 6l¢iilmiistiir. Dolayisiyla fermentasyonun I/S oram 1.28
olarak hesaplanmis olup iiretilen enzimin iniilinaz dogasinda oldugu anlasilmistir. I/S
orant degerleri 1.26-2.31 arasinda degismistir. Fermentasyonun 5. giiniine kadar I/S
orani 2.31'e kadar artmis, sonrasinda ise azalma tespit edilmistir (Sekil 4.50b). Ote
yandan, Sekil 4.50b fermentasyon sirasinda karistirma hizinin degistirildigini
gostermektedir. Fermentasyonun 33. saatinde havalandirmanin etkinligini artirmak ve
homojen bir karisim saglamak amaciyla karistirma hizi 25 dev/dk daha artirilarak 125
dev/dk'ye ayarlanmigtir. Ancak bir siire sonra 125 dev/dk karistirma hizinin da yetersiz
oldugu yapilan gozlem degerlendirmesinin sonucunda anlasilmis olup karistirma hizi
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fermentasyonun 38. saatinde 150 dev/dk'ye artirilmistir. Fungal gelisime bagli olarak
fermentasyonun 2. giiniinde karistirma hizi tekrar artirilarak 200 dev/dk'ye ayarlanmis
olup fermentasyonun sonuna kadar karistirma hizi 200 dev/dk de sabit tutulmustur
(Sekil 4.40b). Ayrica, fermentasyon ortamina baglangi¢ta 0.3 vvm hava verilmis olup
fermentasyonun 26. saatinde havalandirma hizi 0.5 vvm'e artiritlmig ve fermentasyonun
sonuna kadar besiyerine 0.5 vvm havalandirma yapilmigtir. Fermentasyon boyunca
alman Orneklerde protein miktar1 analizi yapilmis olup sonuglar Sekil 4.50c'de
gosterilmistir. Fermentasyonun 3. giiniine kadar protein seviyesi azalmakta ve bu
giinden sonra protein konsantrasyonunda nispeten artis goriilmektedir (Sekil 4.50c).
Minimum ve maksimum protein konsantrasyonu sirastyla 0.21 mg/mL ve 0.30 mg/mL
olarak belirlenmistir. Protein konstrasyonunun hesaplanmasiyla birlikte spesifik aktivite
degerleri de hesaplanmis olup maksimum Slase ve SSase degerleri sirasiyla
fermentasyonun sonunda 3097.68 U/mg ve 2413.39 U/mg olarak belirlenmistir. Elde
edilen verilere gore, fermentasyonun 7. giiniinden sonra hem lase/Sase (Sekil 4.50a)
hem de Slase ve SSase (Sekil 4.50b) degerlerinde kayda deger bir artis tespit edilmistir.

Sekil 4.51. Fermentasyon boyunca alinan 6rneklerin stereo mikroskoptaki goriintiisti

Yapilan bir c¢alismada, Candida kefyr DSM 70106'nin havalandirilmis
kiiltiirlerinde iniilinaz {iretiminin 6lgek biiyiitmesi, K a'nin sabit tutulmasi kriteri dikkate
alinarak incelenmistir. Fermentasyon, 15 L'lik bir fermentérde, 25-199 h? arasinda
degisen KLa degerleri ile kesikli olarak gerceklestirilmistir. En yiiksek iniilinaz tiretimi,
46 h! baslangic K a degerinde elde edilmistir. Daha sonra aym kiiltiir ortam1 kosullari
kullanilarak ~ biiyiik  6lgekli  bir fermentasyon (300-L kapasiteli fermentor)
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gerceklestirilmistir. Kiiciik 6lgekli ve biiyiik 6l¢ekli denemelerde elde edilen sonuglar
benzer egilimler gostermis olup iiretkenlik i¢in sirasiyla 0.60 U/mL/sa ve 0.58 U/mL/sa,
enzim aktiviteleri i¢in ise sirasiyla 43.0 U/mL ve 41.5 U/mL olarak bulunmustur
(Pessoa vd. 1996). Bir diger ¢aligmada ise, Kluyveromyces sp. Y-85 ile iniilinaz tiretimi
icin kiiltiir kosullar1 cevap yiizey metodu (MKD) ile optimize edildikten sonra (%8
yerelmasi, %2 iire, %0.2 et ekstrakti ve %4 misir maserasyon sivisi i¢eren ortamda 30°C
sicaklik, 24 saat fermentasyon siiresinde 59.5 U/mL iniilinaz aktivitesi) 15 litrelik
fermentdrde fermentasyon ve 1000 litrelik kuleli fermentdrde Olgek biiyiitme
arastirilmis olup tiretilen enzim aktivitesi 68.9 U/mL'de kalmistir.

4.8. Enzimin Kismi Saflastirilmasi

MKD ile optimize edilen besiyeri kompozisyonunda iiretilen ham enzim
solisyonunun ~ kismi  olarak  saflagtirllmast  {izerine  Once  santrifiij-siire
kombinasyonununun sonra da UF prosesinin etkisi incelenmis olup elde edilen sonuglar
asagidaki gibi 6zetlenmistir.

4.8.1. Santrifiij-siire kombinasyonu ile kismi saflastirma

Uretilen enzimin kismi olarak saflastirilmasinda  &nce  santrifiij-siire
kombinasyonunu belirlemek amaciyla ii¢ farkli gevirme hiz1 (1377, 6973 ve 16873 g) ve
uygulama stiresi (5, 10 ve 15 dk) kombinasyonlar1 denenmistir. Denemeler sonrasinda
siipernatanttan (iistteki berrak sivi) alinan 6rneklerde enzim aktivitesi ve protein miktari
analizleri gergeklestirilmis olup spesifik aktivite degerleri, verim, saflagtirma katsayisi
degerleri belirlenmistir (Cizelge 4.22).

Cizelge 4.22. Santrifiij-siire kombinasyonunun lase, verim artigi, protein miktari, Slase
ve saflastirma katsayis1 degerleri

Deneme Cevirme hiz1  Siire lase Verim artis1  Protein Slase SK
(9) (dk) | (U/mL) (%) (mg/mL)  (U/mg)

K 0 0 826.44°¢ 0.00¢ 0.552 1507.97¢ 1.00¢
1 1377 5 913.66" 10.55b¢ 0.582 1584.86%  1.05%
2 1377 10 955.57" 15.62°¢ 0.572 1680.15Pcd 1, 120cde
3 1377 15 1005.27° 21.55° 0.572 1775.15bcd 1 17bcde
4 6973 5 1071.05% 29.70% 0.578 1886.09%°  1.25%°
5 6973 10 936.08" 13.30 0.582 1626.58> 1,08
6 6973 15 | 1052.54% 27.39% 0.572 1852.58%¢  1,23abcd
7 16873 5 1181.18° 43.02? 0.562 2098.862 1.39°
8 16873 10 | 1022.81% 23.74%® 0.57%  1788.99%cd 1 1gbede
9 16873 15 | 1064.23% 28.75% 0.552 1945.75%  1.29%
Ortalama 1002.88 21.36 0.57 1774.7 1.18
Std hata 0.60 0.43 0.00 12.75 0.00

Ayni stitunda farkli harfleri tagiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak onemlidir (P<0.05). SK: Saflagtirma
katsayisi, K: Kontrol denemesi (Cevirme hizi: = 0 g, Siire: = 0 dk) ve Std hata: Standart hata

Santrifiij-siire kombinasyonu denemelerine ait sonuglar incelendiginde
maksimum lase, verim artisi, Slase ve saflastirma katsayis1 degerleri sirasiyla
Deneme#9 (16873 g-5 dakika) ile 1181.18+76.02 U/mL, %43.02+10.55, 2098.86+57.88
U/mg ve 1.39+0.07 olarak elde edilmis olup santrifiij-siire kombinasyonunun lase,
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verim artigi, Slase ve saflastima katsayis1 degerleri lizerinde istatistiksel olarak onemli
bir etkisinin oldugu belirlenmistir (P<0.05). Santrifiij siire kombinasyonu uygulamalari
sonucunda lase aktivitesi 913.66+10.23 U/mL ila 1181+76.02 U/mL arasinda, verim
artig1 %10.5540.20 ila %43.02+10.55 arasinda, Slase aktivitesi 1584.86+47.87 U/mg ila
2098.86+£57.88 U/mg arasinda ve saflastirma katsayis1 ise 1.05+0.01 ila 1.39+0.07
arasinda degismis olup minimum ve maksimum degerler arasinda istatistiksel olarak
anlamli  bir farklilk bulunmustur (P<0.05). Sonu¢ olarak, santrifiij-siire
kombinasyonunun kismi saflagtirma iizerinde dnemli bir etkisinin oldugu tespit edilmis
olup en iyi kombinasyonun 16873 g-5 dakika oldugu belirlenmistir. Dolayisiyla bu
prosesin, maliyetin artisinda 6nemli 6lgiide etkili olacagi diisiniilmiistiir. Ancak, elde
edilen lase, verim artisi, Slase ve saflastirma katsayisi degerlerine gore artan proses
maliyetini amorte edecegi de goz ardi edilmemelidir. Bunun yani sira, belirlenen
santrifiij-siire kombinasyonunun fermentasyon sivisini hiicreden ayirmak amaciyla da
basariyla kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

4.8.2.UF prosesi ile kismi saflastirma

Santrifiij-siire kombinasyonu prosesinden sonra elde edilen siipernatanttan daha
konsantre enzim soliisyonu elde etmek amaciyla UF prosesleri gerceklestirilmistir. Bu
amacla, calkalamali flask fermentasyon i¢in iki farkli ayirma siirma sahip membran
(30 kDa ve 10 kDa) ve kiigiik Olcekli ve biyik Olgekli biyoreaktorlerdeki
fermentasyonlar i¢in ti¢ farkli ayirma siiria sahip UF membranlar: (50 kDa, 30 kDa
ve 10 kDa) kullanilmigtir. UF prosesi sonrasinda permeat ve retentat toplanmistir.
Alman oOrneklerde protein miktar1 ve enzim aktivitesi analizleri yapilarak I/S orant,
spesifik aktivite ve saflastirma katsayisi degerleri hesaplanmistir (Cizelge 4.23-4.26).
Calkalamali flasktan elde edilen ham enzim solusyonunun UF prosesi oncesi lase,
protein miktari, Slase ve saflastirma katsayisi degerleri sirasiyla 1101.27 U/mL, 0.57
mg/mL, 1930.87 U/mg ve 1.00 olarak belirlenmistir. 30 kDa’lik UF membraninin
permeat kismindan aliman Orneklerde lase, protein miktari, Slase ve saflagtirma
katsayis1 degerleri sirastyla 6.72 U/mL, 0.07 mg/mL, 98.66 U/mg ve 0.05 olarak tespit
edilirken retentat kismindan alinan 6rneklerde ise bu degerler sirasiyla 9316.90 U/mL,
1.04 mg/mL, 8941.12 U/mg ve 4.63 olarak belirlenmis olup degerler arasinda 6nemli
bir farklilik saptanmistir (P<0.05). Benzer sekilde, 10 kDa’lik UF membraninin permeat
kismindan aliman orneklerde lase, protein miktari, Slase ve saflagtirma katsayisi
degerleri sirasiyla 6.58 U/mL, 0.03 mg/mL, 199.32 U/mg ve 0.10 olarak belirlenirken
retentat kismindan aliman Orneklerde ise bu degerler sirasiyla 12065.20 U/mL, 1.17
mg/mL, 10281.77 U/mg ve 5.33 olarak tespit edilmis olup degerler arasinda 6nemli bir
farklilik bulunmustur (P<0.05).

Diger yandan, kiigiik ve biiyiik 6lgekli karigtirmali tank biyoreaktorlerde pH
kontrollii/kontrolsiiz  ve havalandirmali olarak gerceklestirilen fermentasyonlarin ham
enzim soliisyonlar1 da UF prosesi ile kismi olarak saflastirilmigtir. Saflagtirma
prosesinde Spin-X ® UF konsantratdrler kullanilmistir (Amsterdam, Hollanda) (20 mL
toplam hacim, ¢aligma hacmi 14 mL). UF prosesi santrifiijjde gerceklestirilmis olup
cevirme hizi 8000 g, siire 17 dakika ve sicaklik 20°C olarak ayarlanmistir. UF prosesi
sonrasinda elde edilen sonuglar Cizelge 4.24-4.26'da sunulmustur. Buna gore, kiiciik
Olcekli pH kontrollii ve havalandirmali biyorektérden elde edilen sivinin
saflagtirnlmasinda maksimum lase ve Sase aktiviteleri, protein konsantrasyonu ve Slase
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ve SSase aktiviteleri 10 kDa UF kartusu kullanildiginda elde edilmis olup (P<0.05) I/S
orani 1.15 olarak hesaplanmistir. Bununla beraber, UF prosesi ile saflagtirildiktan sonra
protein konsantrasyonu 50 kDa memran ile 3.56 kat, 30 kDA UF membrani ile 4.43 kat
ve 10 kDa membran ile 7.60 kat artirtlmistir (P<0.05). Saflastirma prosesi sonrasinda
ise lase icin saflagtirma katsayis1 50 kDa'dan 10 kDa'ya dogru artmis olup 50 kDa, 30
kDa ve 10 kDa ayirma smirma sahip olan memranlar ile yapilan kismi saflagtirma
neticesinde saflagtirma katsayilar1 sirasiyla 1.09, 1.33 ve 1.38 olarak belirlenmistir.
Ayni sekilde Sase icinde saflagtima katsayilart sirasiyla 1.16, 1.40 ve 1.81 olarak
hesaplanmis olup lase i¢in hesaplanan verilerden yiiksek olmustur. Ancak, ¢alkalamali
flask fermentasyonun sivisinin saflagtirma katsayist degerlerinden olduk¢a diisiik
cikmustir (Cizelge 4.23 ve 4.24).

Kiictiik 6l¢ekli havalandirmali ve pH kontrolsiiz biyoreaktdrden elde edilen
fermente sivinin kismi olarak saflastirilmasi neticesinde (Cizelge 4.25) maksimum lase
ve Sase aktivite degerleri 10 kDa memran kartus kullanildiginda elde edilmis olup I/S
orani 1.26 oalrak hesaplanmistir. Bununla beraber, ortamdaki protein konsantrasyonu
saflastirma ile birlikte 0.61 mg/mL'den 2.96-3.21 mg/mL'ye artirilmis olup (Cizelge
4.25) maksimum Slase aktivitesi 10 kDa UF kartusu kullanildiginda elde edilirken
maksimum SSase aktivitesine de 30 kDa memran kartus kullanildiginda ulasilmigtir
(Cizelge 4.25). lase i¢in saflastirma katsayilart 50 kDA i¢in 1.21, 30 kDa i¢in 1.39 ve
10 kDa i¢in 1.46 olarak hesaplanirken Sase i¢in sirasiyla 1.25, 1.45 ve 1.44 olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.25).

Biiyiik 6l¢ekli pH kontrollii ve havalandirmali karigtirmali tank biyoreaktdrden
elde edilen ham enzim soliisyonu UF prosesi ile kismi olarak saflagtirilmistir. Elde
edilen sonuglara gore, maksimum lase, Sase, protein konsantrasyonu, Slase, SSase ve
saflastirma katsayis1 degerleri 30 kDa UF kartusu kullanildiginda elde edilmis olup I/S
orant 1.46 olarak belirlenmistir. Bununla beraber, 50 kDA membran kartus ile
saflagtirma neticesinde Sase aktivitesi 1.83 kat artmasina ragmen SSase aktivitesinde
azalma tespit edilmis olup saflagtirma katsayis1 0.89 olarak hesaplanmistir (Cizelge
4.26). Elde edilen sonuglara gore 6rneklerin permeat kismindan alinan 6rneklerin enzim
aktivitesi, protein miktari, spesifik enzim aktivitesi ve saflagtirma katsayis1 degerleri
arasinda istatistiksel olarak Onemli bir farklilik belirlenmezken (P>0.05) retentat
kismindan alinan orneklerin degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
tespit edilmistir (P<0.05). Bununla beraber, 6zellikle 10-30 kDa membran kartuslar ile
yapilan saflastirmalarda, retentat 6rnekleri arasinda da genel anlamda istatistiksel olarak
onemli bir farklilik s6z konusu degildir (P>0.05). Ancak bu durum, kiiciikk olgekli
biyoreaktorde pH kontrollii ve havalandirmali fermentasyon i¢i gecerli degildir
(P<0.05) Ayrica, UF ile kismi saflagtirma proseSinde membranin ayirma sinirinin
hesaplanan enzim aktivitesi, protein miktari, spesifik enzim aktivitesi ve saflastirma
katsayis1 degerleri lizerinde de 6nemli dl¢lide etkisinin oldugu belirlenmistir (P<0.05).
Bunlarin goze ¢arpan degerleri, ¢alkalamali flask ve kiiciik dlcekli biyoreaktorde pH
kontrollii ve havalandirmali fermentasyon i¢in 10 kDa, kii¢iik 6l¢ekli biyoreaktorde pH
kontrolsiiz ve havalandirmali fermentasyon ve biiyiik 6l¢ekli biyoreaktorde pH
kontrollii ve havalandirmali fermentasyon 30 kDa ayirma sinirina sahip membran ile
elde edilmistir.
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Cizelge 4.23. Calkalamali flask fermentasyondan elde edilen ham enzim soliisyonunun UF 6ncesi ve sonrasindaki aktivite degerleri

UF lase (U/mL) Protein (mg/mL) Slase (U/mg) SKjase

UF oncesi* 1101.27+1.95¢ 0.57+0.01°¢ 1930.87+23.38¢ 1.00+0.00¢
UF30P 6.72+0.19¢ 0.07+0.00¢ 98.66+1.54¢ 0.05+0.00¢
UF30R 9316.90£194.91° 1.04+0.01° 8941.12+285.97° 4.63+0.09°
UF10P 6.58+0.56¢ 0.03+0.00¢ 199.32+7.844 0.10+0.00¢
UF10R 12065.20+29.242 1.17+0.01%2 10281.77+87.152 5.33+0.022

Aymi siitunda farkl harfleri tagiyan degerler arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark vardir (P<0.05).

*. UF prosesi igin 500 mL ham enzim soliisyonu kullanilmig olup bunun 450 mL'si permeat, 50 mL'si de retentat olarak alinmistir.

SK: Saflagtirma katsayisi, UF: Ultrafiltrasyon, UF50P: 50 kDa Permeat, UF50R: 50 kDa Retentat, UF30P: 30 kDa Permeat, UF30R: 30 kDa Retentat, UF10P: 10 kDa Permeat,
UF10R: 10 kDa Retentat

Cizelge 4.24. Kiiciik 6l¢ekli biyoreaktorde (5-L) havalandirmali ve pH kontrollii fermentasyondan elde edilen ham enzim soliisyonunun
UF oncesi ve sonrasindaki aktivite degerleri

UF lase (U/mL) Sase (U/mL) I/S oramm  Protein (mg/mL)  Slase (U/mg) SSase (U/mg) SKjase SKsase

UF 6ncesi*  2079.20+5.63¢ 1382.92+12.86¢  1.50+0.02° 0.63+0.024 3304.56+117.19°  2199.82+92.44° 1.00+0.00° 1.00+0.00°
UF50R 7970.544201.01¢  5665.67+£18.76°  1.41+0.08° 2.24+0.03¢ 3564.14+140.54 2529.36+27.43¢ 1.09+0.08° 1.16+0.06°

UF50P 8.67+0.24¢ 0.29+0.05¢ 32.8+9.292 0.10+0.00¢ 90.81+5.12¢ 3.11+0.60¢ 0.03+0.00¢ 0.00£0.00¢
UF30R 12242.59+300.17°  8544.084+21.44°  1.43+0.06° 2.79+0.02° 4393.22+143.58% 3063.81+32.78° 1.33+0.00% 1.40+0.04°
UF30P 10.43+0.24¢ 0.58+0.10¢ 20.39+7.63% 0.07+0.01¢ 179.274+36.93¢ 8.65+0.19¢ 0.06+0.01¢ 0.00+£0.00¢
UF10R 21789.04+308.212 18964.24+144.72%  1.15+0.05° 4.79+0.182 4584.70+£232.09° 3977.63+115.292 1.38+0.02% 1.81+0.022
UF10P 35.57+0.24¢ 2.83+0.05¢ 12.61+0.61% 0.11+0.00¢ 316.76+9.02¢ 25.11+0.11¢  0.10+0.01¢ 0.01+0.00¢

Ayni siitunda farkl harfleri tagiyan degerler arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark vardir (P<0.05).
*: Baglangi¢ ¢alisma hacmi 14 mL'dir.
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Cizelge 4.25. Kiiciik 6l¢ekli biyoreaktorde (5-L) havalandirmali ve pH kontrolsiiz fermentasyondan elde edilen ham enzim soliisyonunun
UF oncesi ve sonrasindaki aktivite degerleri

UF lase (U/mL) Sase (U/mL) I/S oramm  Protein (mg/mL) Slase (U/mg) SSase (U/mg) SKiase SKsase
UF oncesi*  1561.26+14.62°  1252.81+38.74>  1.25+0.052 0.61+0.01¢ 2551.24+31.96° 2043.33+18.53>  1.00+0.00° 1.00+0.00°
UF50R 0882.17+102.33°  8220.52+60.912  1.20+0.012 3.21+0.042 3078.5741.72°  2561.2548.98%  1.21+0.01° 1.25+0.022
UF50P 5.51+0.12¢ 0.34+0.12° 34.05+25.052 0.04+0.00¢ 141.64+2.02¢ 8.87+3.20° 0.06+0.00¢  0.00+0.00°
UF30R 10474.224296.03°> 8727.29+387.39%  1.224+0.18? 2.96+0.03° 3539.18+60.00* 2958.63+164.52% 1.39+0.04* 1.45+0.09?
UF30P 9.94+0.78¢ 2.53+0.00° 3.924+0.622 0.04+0.00¢ 247.51+17.57¢ 63.23+0.48° 0.10+0.01¢  0.03+0.00°
UF10R 11292.86+54.822  8931.95+51.17¢8  1.26+0.00? 3.03+0.01° 3722.78+4.99%  2944.45+6.52%  1.46+0.02% 1.44+0.012
UF10P 8.97+1.12¢ 1.12+0.32¢ 13.42+9.592 0.04+0.00¢ 206.62+23.07¢ 26.42+7.72° 0.08+0.01¢  0.01£0.00°

Aymi siitunda farkl harfleri tagiyan degerler arasinda istatistiksel olarak dnemli bir fark vardir (P<0.05).
*: Baglangi¢ ¢alisma hacmi 14 mL'dir.

Cizelge 4.26. Biiyiik 6l¢ekli biyoreaktorde (30-L) havalandirmali ve pH kontrollii fermentasyondan elde edilen ham enzim soliisyonunun
UF oncesi ve sonrasindaki aktivite degerleri

UF lase (U/mL) Sase (U/mL) I/S oram1  Protein (mg/mL) Slase (U/mg) SSase (U/mg) SKiase SKsase

UF oncesi*  787.45+0.97° 789.40+1.95¢ 1.00+0.01¢ 0.26+0.00° 3056.46+3.08°  3064.12+14.45°  1.00+0.00° 1.00+0.00°
UF50R 1988.12424.36°  1442.35+24.36°  1.38+0.08° 0.53+0.00P 3766.33+£67.86°  2730.59+30.39°  1.23+0.02° 0.89+0.01°¢
UF50P 5.26+1.07¢ 0.63+0.02¢ 8.10+2.76% 0.04+0.01¢ 115.45+9.23¢ 15.26+1.46¢ 0.04:£0.00¢  0.00+0.00¢
UF30R 2948.07+£143.75%  2017.3549.75%  1.46+0.13¢ 0.58+0.012 5093.11+324.812  3475.91+69.612  1.67+0.012 1.13+0.022
UF30P 8.48+0.73¢ 0.78+0.10¢ 11.11+0.092 0.03+0.00¢ 243.35+8.27° 22.18+1.65¢ 0.08+0.00° 0.01+0.00¢
UF10R 2689.81+£38.98%  1949.13+43.86*  1.38+0.10° 0.57+0012 4682.74+3.32  3400.21+£123.24% 1.53+0.00* 1.11+0.032
UF10P 4.58+0.24¢ 0.78+0.00¢ 5.88+0.63P 0.05+0.00¢ 99.37+5.93¢ 16.89+0.11¢ 0.034£0.00° 0.01+0.00¢

Ayni siitunda farkl harfleri tagiyan degerler arasinda istatistiksel olarak énemli bir fark vardir (P<0.05).
*: Baglangi¢ ¢calisma hacmi 14 mL'dir.
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Ekzo-iniilinaz enzimi, DEAE-seliilloz iizerinde ASC ve IDK kullanilarak
saflastirilmistir. Ug aktif inulinaz formunun (INI, INII ve INIII) her biri DEAE seliiloz
icin ¢oziilmiustiir. INI'nin spesifik aktivite degeri 1915 U/mg olarak belirlenmis olup
yapilan saflastirma teknigi ile ekzo-iniilinaz enzimi 2.5 kat saflastirilmistir. Béylece CM
selilloz kromatografisi tizerine yerlestirilmis INI'nin %42.8'1 geri kazanilmistir. INI;
INla, INIb ve INIc'ye ¢oziimlemistir. CM selilloz kromatografisi ile saflagtirilan
INIa'nmin spesifik aktivitesi 2479.2 U/mg olarak belirlenmis olup saflastirma katsayisi
3.43 olarak hesaplanmistir. Bu durumda %24.2 geri kazanim oranina ulasilmistir (El-
souod vd. 2014). Bir baska ¢alismada, Aspergillus niger ekzo-iniilinaz1 ASC, EC, IDK
ve JFK ile saflagtirilmis ve iniiline karsi spesifik aktivite degeri 6.6 U/mg olarak
belirlenirken sukroza kars1 spesifik aktivite degeri 22 U/mg olarak hesaplanmistir. Ayni1
proses Aspergillus niger endo-iniilinazi ig¢in de yapilmis ve iniiline karsi spesifik aktivite
deger 108 U/mG olarak tespit edilirken sukroza karsi spesifik aktivite gostermemistir
(Nakamura vd. 2001). Bir baska calismada da optimum besiyeri ve fermentasyon
kosullarinda kegiboynuzu ekstraktindan {iretilen A. niger A42 iniilinazt UF prosesi ile
kismi olarak saflastirilmistir. Bu proseste 50 kDa, 30 kDa ve 10 kDa ayirma sinirlarina
sahip membran filtreler kullanilmistir. Calisgma hacmi olarak 200 mL fermentasyon
stvist kullanilmis olup %10 retentat, %901 da permeat olarak alinmistir. Yapilan
analizlerin sonucunda; 10 kDa ve 30 kDa membran filtreler ile yapilan kismi saflastirma
prosesinde permeat kismindan alinan Orneklerde lase, Sase ve protein miktar
belirlenmemistir. 50 kDa ayirma sinirina sahip membran filtre ile gerceklestirilen kismi
saflagtirma prosesinde ise permeat kismindan alinan Ornekte lase, Sase, I/S orani,
toplam lase, toplam Sase, toplam protein, Slase, SSase ve SK degerleri sirasiyla 188.09
U/mL, 50.67 U/mL, 3.71, 33856.12 U, 9121.41 U, 8.17 mg, 4143.08 U/mg, 1116.22
U/mg, lase i¢in SK=0.59 ve Sase i¢in SK=0.17 olarak belirlenmistir. Retentatlarda ise
protein ve enzim aktivitesi tespit edilmis olup 10 kDa, 30 kDa, 50 kDa membranin
retentat kismindan alinan orneklerde lase, Sase, I/S orani, toplam lase, toplam Sase,
toplam protein, Slase, SSase ve SK degerleri sirasiyla 10 kDa i¢in 6343.26 U/mL,
7750.30 U/mL, 0.82, 126865.13 U, 155005.98 U, 17.22 mg, 7366.35 U/mg, 9000.33
U/mg ve lase i¢in SK=1.05 ve Sase i¢in SK=1.34, 30 kDa i¢in 6278.69 U/mL, 7622.39
U/mL, 0.82, 125573.82 U, 152447.72 U, 15.12 mg, 8304.08 U/mg,10081.23 U/mg ve
lase i¢in SK=1.19 ve Sase i¢in SK=1.50 50 kDa i¢in 6133.72 U/mL, 6923.13 U/mL,
0.89, 122674.46 U, 138462.57 U, 15.04 mg, 8158.99 U/mg, 9209.05 U/mg ve lase igin
SK=1.17 ve Sase i¢in SK=1.37 olarak bulunmustur (Ilgin 2017).

4.9. Enzimin Substrat Spesifikligi ve Kinetik Parametrelerinin Belirlenmesi

Iniilinaz enziminin substrat spesifikligi ve kinetik parametrelerinin (Vmax Ve Km)
belirlenmesi amaciyla 100 mM Na-asetat tamponunda (pH 4.8) farkhi
konsantrasyonlarda iniilin ve sukroz hazirlanarak enzim aktivitesi analizinde substrat
olarak kullanilmistir. Elde edilen aktivite degerleri hem U/mL hem de U/mg olarak
hesaplanmis olup sonuglar sirastyla Sekil 4.52'de gosterilmistir. Flask fermentasyonun
ham enzim soliisyonundan elde edilen sonuglara gore maksimum lase, Slase, Sase ve
SSase aktivite degerleri sirasiyla 918.63+28.63 U/mL, 4424.61+138.01 U/mg,
1266.56£12.86 U/mL ve 6100.38+£61.96 U/mg olarak belirlenmistir (Sekil 4.52a ve b).
Havalandirmali ve pH kontrolsiiz biyoreaktoriin soliisyonundan elde edilen maksimum
sonuglar ise sirastyla 3442.67+407.86 U/mL, 5616.10+665.35 U/mg, 3521.61+171.04
U/mL ve 5744.88+279.02 U/mg olarek elde edilmistir (Sekil 4.52d ve e).
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Sekil 4.52. Substrat olarak iniilin kullanildiginda lase ve Slase aktivitelerindeki degisim
(a ve ¢), substrat olarak sukroz kullanildiginda lase ve Slase aktivitelerindeki degisim (b

ve e) ve I/S oraninin degisimi (c ve f)

Farkh

substrat konsantrasyonlarina karsilik belirlenen aktivite degerleri

kullanilarak kinetik parametreler (Vmax Ve Km) hesaplanmistir (Cizelge 4.27). Kinetik
parametrelerin hesaplanmasinda Lineweaver-Burk, Eadie-Hofstee ve Hanes-Woolf hiz
denklemleri (Esitlik 4.2-4.4) ile GraphPad Prism 7 programi kullanilmistir.

1 K 1 1
_—_m X —+
V' Vopax S

Vmax
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14
V= —Kn X <+ Vinax (4.3)
S K

—=—"4 ) (4.4)
|4 Vmax Vmax

Burada,

V = Enzimatik reaksiyonun baslangi¢ hiz1 (U/mL veya U/mg)

S = Substrat konsantrasyonu (g/L)

Vmax = Substrat konsantrasyonunun artirilmasiyla deney kosullarinda ulasilabilen
maksimum hiz degeri (U/mL ve U/mg)

Km = Michaelis-Menten sabiti veya maksimum hizin yarisina (Vmax/2) erisilmesini
saglayan substrat konsantrasyonu (g/L); Km degeri, substratin enzime baglanma ilgisinin
bir Sl¢iisii olup bu deger kiigiik ise substrata yiliksek bir ilgi vardir, diger bir deyisle
maksimum hiza (Vmax) daha ¢abuk ulasilir.

Flask ile ilgili kinetik veriler incelendiginde minimum Kq degerleri substrat
olarak iniilinin kullanildigi deneme de elde edilmistir. Lineweaver-Burk hiz esitligi
(Esitlik 4.2) ile K ve Vmax degerleri substrat olarak iniilin kullanildiginda lase aktivitesi
tizerinden 16.13£1.43 g/L ve 1055.56+55.56 U/mL olarak hesaplanirken Slase aktivitesi
tizerinden 16.00+0.50 g/L ve 5000+0.00 U/mg olarak hesaplanmistir. Substrat olarak
sukroz kullanildiginda ise Km ve Vmax degerleri Sase aktivitesi lizerinden 53.00+2.83 g/L
ve 1666.67+£0.00 U/mL olarak belirlenirken SSase aktivitesi tizerinden 66.50+3.50 g/L
ve 10000+0.00 U/mg olarak tespit edilmistir. Eadie-Hofstee hiz esitligi (Esitlik 4.3) ile
Km Ve Vmax degerleri substrat olarak iniilin kullanildiginda lase aktivitesi {lizerinden
17.04+0.50 g/L ve 1091.50+2.60 U/mL olarak hesaplanirken Slase aktivitesi lizerinden
17.04+0.50 g/L ve 5257.10£12.50 U/mg olarak hesaplanmistir. Substrat olarak sukroz
kullanildiginda ise Km ve Vmax degerleri Sase aktivitesi tizerinden 45.51+3.10 g/L ve
1578.30+£38.40 U/mL olarak belirlenirken SSase aktivitesi tizerinden 45.51£3.10 g/L ve
7601.85+£184.95 U/mg olarak tespit edilmigtir. Diger bir hiz esitligi olan Hanes-Woolf
(Esitlik 4.4) ile K ve Vmax degerleri substrat olarak iniilin kullanildiginda lase aktivitesi
tizerinden 15.51£1.61 g/L ve 1055.56+55.56 U/mL olarak hesaplanirken Slase aktivitesi
iizerinden 15.25+0.75 g/L ve 5000+£0.00 U/mg olarak hesaplanmistir. Substrat olarak
sukroz kullanildiginda ise Km Ve Vmax degerleri Sase aktivitesi lizerinden 44.20+5.63 g/L
ve 1547.62+119.05 U/mL olarak tespit edilirken SSase aktivitesi tizerinden 59.00+3.00
g/L ve 10000+0.00 U/mg olarak belirlenmistir. Ote yandan, GraphPad Prism 7 programi
kullanilarak da kinetik parametreler hesaplanmis olup substrat olarak iniilin
kullanildiginda lase aktivitesi iizerinden Km ve Vmax degerleri 17.79+4.79 g/L ve
1110+92.0 U/mL olarak belirlenirken Slase aktivitesi {izerinden Vmax degeri 5345+442.5
U/mg olarak hesaplanmistir. Substrat olarak sukroz kullanildiginda ise Km Ve Vmax
degerleri Sase aktivitesi {iizerinden 49.43+5.89 g/L ve 1623+70.0 U/mL olarak
hesaplanirken SSase aktivitesi lizerinden Vmax degeri 7817+£337.0 U/mg olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.27). Sonug olarak, GraphPad Prism 7 programi ile elde edilen
kinetik parametre degerlerine en yakin degerler, Eadie-Hofstee hiz esitligi (Esitlik 4.3)
ile belirlenmistir. Diger bir sonug olarak da iniilinaz enziminin substrat olarak kullanilan
iniiline diisiik Km degerleri nedeniyle sukrozdan daha cok affinite gosterdigi tespit
edilmistir.
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Cizelge 4.27. Iniilin ve sukroza ait Vmax Ve Km degerleri

. N Flask? Biyoreaktor®

Hiz denklemi Kinetik parametreler Triilin Sukroz Tnilin Sukroz
Vmax (U/mL) 1055.56+55.56 1666.67+0.00 2916.67+416.67 3333.33+0.00
Km (9/L) 16.13+£1.43 53.00+2.83 13.79+3.54 11.33+£0.67

Lineweaver-Burk R? 0.9996 0.9881 0.9943 0.9968
Vmax (U/MQ) 5000+0.00 10000+0.00 5000+0.00 5000+0.00
Km (g/L) 16.00+0.50 66.50+3.50 14.25+1.75 10.50+0.50
R? 0.9996 0.9881 0.9943 0.9968
Vmax (U/mL) 1091.50+2.60 1578.30+38.40 3632.10+425.9 3558.20+136.7
Km (9/L) 17.04+0.50 45.5143.10 19.07+3.95 13.20+0.22

. R? 0.9459 0.9492 0.8836 0.8858

Eadie-Hofstee
Vmax (U/MQ) 5257.10+12.50 7601.85+184.95 5925.05+694.75 5804.33+223.28
Km (g/L) 17.04+0.50 45.514£3.10 19.07+3.95 13.20+0.22
R? 0.9459 0.9492 0.88355 0.88575
Vmax (U/mL) 1055.56+55.56 1547.62+£119.05 4166.67+833.33 4166.67+833.33
Km (9/L) 15.51+1.61 44.20+5.63 25.92+7.58 21.17+4.83

Hanes-Woolf R? 0.9760 0.9952 0.9774 0.9911
Vinax (U/Mg) 50000.00 10000+0.00 750042500 750042500
Km (g/L) 15.25+0.75 59.00+3.00 29.00+12.00 23.50+8.50
R? 0.976 0.9952 0.9774 0.9911
Vmax (U/mL) 1110+92.0 1623+70.0 43214+660.5 4202+356.5
Km (9/L) 17.79+4.79 49.4345.89 28.77+10.83 25.95+7.76

GraphPad Prism 7 R? 0.9731 0.9939 0.9704 0.9744
Vmax (U/mMQ) 5345+442 .5 7817+337.0 7624+1020 6854+581.5
Km (9/L) 17.79+4.79 49.43+5.89 33.05+10.37 25.95+7.76
R? 0.9731 0.9939 0.9807 0.9744

aBo6liim 4.1'de ¢alkalamali flask fermentasyon ile melastan elde edilen ham enzim soliisyonu kullanilmistir.

bHavalandirmali ve pH kontrolsiiz biyoreaktdrden elde edilen fermentasyon sivis1 kullanilmuistir.
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Havalandirmali ve pH kontrolsiiz biyoreaktoriin fermentasyon sivisindan elde
edilen veriler incelendiginde flasktan elde edilen sonuclarin aksine minimum Kp
degerleri substrat olarak sukrozun kullanildig1 denemede elde edilmistir. Lineweaver-
Burk hiz esitligi (Esitlik 4.2) ile Km ve Vmax degerleri substrat olarak iniilin
kullanildiginda lase aktivitesi iizerinden 13.79+3.54 g/L ve 2916.67+416.67 U/mL
olarak hesaplanirken Slase aktivitesi tizerinden 14.25+1.75 g/L ve 50004+0.00 U/mg
olarak hesaplanmistir. Substrat olarak sukroz kullanildiginda ise Km Ve Vmax degerleri
Sase aktivitesi lizerinden 11.33+0.67 g/L ve 3333.33+0.00 U/mL olarak belirlenirken
SSase aktivitesi iizerinden 10.50+0.50 g/L ve 5000+0.00 U/mg olarak tespit edilmistir.
Eadie-Hofstee hiz esitligi (Esitlik 4.3) ile Km Ve Vmax degerleri substrat olarak iniilin
kullanildiginda lase aktivitesi tizerinden 19.07+3.95 g/L ve 3632.10+425.9 U/mL olarak
hesaplanirken Slase aktivitesi iizerinden Vmax degeri 5925.05+694.75 U/mg olarak
hesaplanmustir. Substrat olarak sukroz kullanildiginda ise Km Ve Vmax degerleri Sase
aktivitesi tizerinden 13.20+0.22 g/L ve 3558.20+136.7 U/mL olarak belirlenirken SSase
aktivitesi lizerinden Vmax degeri 5804.33+223.28 U/mg olarak tespit edilmistir. Hanes-
Woolf (Esitlik 4.4) hiz denklemi ile Kmn ve Vmax degerleri substrat olarak iniilin
kullanildiginda lase aktivitesi tizerinden 25.92 g¢g/L ve 4166.67 U/mL olarak
hesaplanirken Slase aktivitesi tizerinden 29.00 g/L ve 7500 U/mg olarak hesaplanmustir.
Substrat olarak sukroz kullanildiginda ise Km Ve Vmax degerleri Sase aktivitesi tizerinden
bu degerler sirasiyla 21.17 g/L ve 4166.67 U/mL olarak tespit edilirken SSase aktivitesi
tizerinden 23.50 g/L ve 7500 U/mg olarak belirlenmistir. Diger yandan, GraphPad
Prism 7 programi kullanilarak da kinetik parametreler hesaplanmis olup substrat olarak
iniilin kullanildiginda lase aktivitesi tizerinden Km Ve Vmax degerleri 28.77 g/L ve 4321
U/mL olarak belirlenirken Slase aktivitesi iizerinden bu degerler sirasiyla 33.05 g/L ve
7624 U/mg olarak hesaplanmistir. Substrat olarak sukroz kullanildiginda ise Km Ve Vmax
degerleri Sase aktivitesi tizerinden 25.95 g/L ve 4202 U/mL olarak hesaplanirken SSase
aktivitesi tizerinden Vmax degeri 6854 U/mg olarak belirlenmistir (Cizelge 4.27). Sonug
olarak, GraphPad Prism 7 programu ile elde edilen kinetik parametre degerlerine en
yakin degerler Hanes-Woolf hiz esitligi (Esitlik 4.4) ile belirlenmistir. Diger bir sonug
olarak da iniilinaz enziminin substrat olarak kullanilan sukroza diisik Km degerleri
nedeniyle iniilinden daha ¢ok affinite (ilgi) gosterdigi tespit edilmistir. Bunun nedeninin
yiiksek enzim aktivitesi oldugu diisiiniilmektedir. Yani iniilinaz enzimi diisiik enzim
aktivitesinde iniiline daha c¢ok ilgi gosterirken yiiksek enzim aktivitesinden sukroza
daha ¢ok ilgi gosterdigi sonucuna varilabilir.

Diger yandan, kinetik parametrelerin belirlenmesinde kullanilan iniilin ve
sukrozun ortak konsantrasyonlarindan elde edilen lase ve Sase aktivite degerlerinin
birbirine orani ile I/S oraniin nasil degistigi de belirlenmistir (Sekil 4.52c ve f). Elde
edilen sonuglara gore minimum ve maksimum I/S oranlari sirasiyla flask i¢in 0.80+0.03
ve 13.31+0.55, biyoreaktdr i¢in ise sirasiyla 0.69+0.01 ve 1.18+0.01 olarak belirlenmis
olup aralarindaki fark istatistiksel olarak énemli bulunmustur (P<0.05). Flask igin I/S
oraninin 1 g/L substrat konsantrasyonundan 90 g/L. substrat konsantrasyonuna dogru
azaldigr belirlenmis olup 10 g/L ile 70 g/L substrat konsantrasyonlari arasinda
belirlenen I/S oranlar1 arasinda istatistiksel olarak Onemli bir fark bulunmamistir
(P>0.05). Bununla beraber, hem flask hem de biyoreaktor i¢in 1 g/L ile 10 g/L substrat
konsantrasyonlar1 arasinda belirlenen I/S oranlar1 arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir
fark tespit edilmistir (P<0.05). Flask ile ilgili diisiik substrat konsantrasyonlarinda
yiiksek I/S oraninin hesaplanmasinin nedeni olarak diisiik enzim aktivitesi degerlerinde
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enzimin substrat olarak kullanilan intiline daha yiiksek affinite (ilgi) gdstermesinden
kaynaklanmaktadir (Cizelge 4.27).

Yapilan bir ¢alismada iniilinaz izoformalarinin (Ekzo-1 veEkzo-II) iniilin, laktoz,
sukroz ve rafinoz iizerinde substrat spesifikligi belirlenmistir. Elde edilen sonuglara
gore Ekzo-I tarafindan gosterilen substrat spesifikliginin sirasi, iniilin > sukroz > laktoz
> rafinoz iken, Ekzoo-II i¢in inulin > laktoz > sukroz > rafinoz olmustur. Lineweaver-
Burk grafigi kullanilarak, iniilin i¢in Ekzo-1 ve Ekzo-1I'nin Kn degerleri sirasiyla 5.2
mM ve 4.34 mM olarak hesaplanirken Vmax degerleri de 19.49 mM/min.mg ve 31.25
mM/min.mg olarak hesaplanmistir. Sukroz i¢in Kn degerleri de sirasiyla 71.42 mM ve
55.55 mM olarak hesaplanirken Vmax degerleri de 3.62 mM/min.mg ve 1.81
mM/min.mg olarak hesaplanmistir (Singh ve ark., 2018). Diger bir ¢alismada 3 ekzo-
iniilinaz (Ekzo-l, Ekzo-11 ve Ekzo-I1l) ve 2 endo-iniilinaz (Endo-1 ve Endo-II), ASC,
DEAE-seliiloz kolon kromatografi, Sephaloz-CL-6B kolon kromatografi ve P-PAGE ile
A. ficuum'un fermentasyon sivisindan saflagtirillmigtir. Substrat olarak iniilin
kullanildiginda Kp degerleri sirasiyla 43.1 mg/mL, 31.5 mg/mL, 25.3 mg/mL, 14.8
mg/mL, ve 25.6 mg/mL olarak hesaplanmistir. Bununla beraber Vmax degerleri de
sirastyla 32.7 mg/mL.dk, 217 mg/mL.dk, 46.3 mg/mL.dk, 40.8 mg/mL.dk, and 53.8
mg/mL.dk olarak belirlenmistir (Chen vd. 2009). Substrat spesifikligi, enzimlerin
onemli bir 6zelligidir. Bununla birlikte tim enzimler, enzim ve substrat arasindaki
enzimin, kaynagin ve kimyasal reaksiyonun tipine bagli olan tek bir substrat iizerinde
etkili degildir. Bu nedenle, enzimin substrat spesifitesinin olduk¢a degisken bir 6zellik
oldugu one siiriilebilir. Genis substrat spesifikligi sergileyen bir enzim, aktif bolgeleri
ve ¢evredeki degisim ile gelisme kabiliyeti sayesinde yiiksek derecede esneklige sahip
oldugunun kanmitidir (Singh ve ark., 2018). Yapilan bu calismada da iniilinaz icin elde
edilen Km ve Vmax degerleri nedeniyle A. niger A42 inilinazinin kinetik degerlerinin
literatiirdeki verilerden farkli oldugu tespit edilmistir. Ayrica, A. ficuum'dan elde edilen
iniilinazlarin Kn degerlerine kiyasla (Chen ve ark., 2009) A. niger A42'den elde edilen
iniilinazin daha diisiik Km degerine sahip olmasi, onun katalitik etkinligini ve seg¢iciligini
ortaya koymaktadir.

4.10. Enzim Miktarimin Aktivite Uzerine EtKkisi

Enzim miktarmin (10-200 pL) lase, Sase, Slase ve SSase aktivitesi lizerine etkisi
incelenmis olup sonuglar Sekil 4.53'te gosterilmistir. Elde edilen sonuglar, 10-100 pL
arasindaki enzim miktarlar1 substrat (iniilin ve sukroz) {izerine eklendiginde aktivite
degerlerinin enzim miktarinin artmasi ile birlikte dogrusal olarak arttigini1 géstermistir.
120-200 pL arasindaki enzim miktarlari substrat lizerine eklendiginde ise aktivite
degerlerinde azalan oranda ve dogrusal olarak artig saglanmustir.

Kullanilan enzim sollisyonunun protein igerigi 0.208+0.05 mg/mL olarak
belirlenmigtir. Maksimum lase, Sase, Slase ve SSase aktivite degerlerine substrat
tizerine 200 pL enzim soliisyonu eklenen analizden ulagilmis olup sirasiyla bu degerler
2286.35+42.88 U/mL, 2798.00+22.42 U/mL, 10992.07£206.16 U/mg ve
13451.93+107.77 U/mg olarak belirlenmistir. Bunlarin minimum degerleri ise substrat
tizerine 10 uL enzim soliisyonu eklenerek gerceklestirilen analizden belirlenmis olup bu
degerler sirasiyla 180.29+10.72 U/mL, 26.31+0.97 U/mL, 866.79+£51.54 U/mg ve
126.49+4.69 U/mg olmustur (Sekil 4.53a ve b).
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Sekil 4.53. Enzim miktarmin lase, Sase ve I/S oram iizerine etkisi (a) ve enzim
konsantrasyonunun Slase ve SSase aktivitesi tizerine etkisi (b)

Enzim miktarina bagli olarak elde edilen tiim aktivite degerleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmustur (P<0.05). Ayrica lase ve Sase
aktivite degerlerinde enzim miktarinin artmasi ile birlikte sirasiyla 12.68 kat ve 106.35
kat artis saglanmig olup ayni artiglar sirasiyla Slase ve SSase aktviteleri i¢in de elde
edilmistir (P<0.05). Ote yandan, degisen enzim miktar1 ile birlikte I/S oranmin da nasil
degistigi incelenmis olup sonuglar Sekil 4.53a'da verilmistir. Elde edilen sonuglar
incelendiginde maksimum I/S orant (6.88+0.66) substrat lizerine 10 pL enzim
eklendiginde hesaplanmistir (P<0.05). Minimum I/S orani ise substrat {izerine 180 pL
enzim soliisyonu eklendiginde 0.80+0.02 olarak belirlenmistir (P>0.05). Ciinkii substrat
iizerine 70 uL enzim soliisyonu ile gerceklestirilen analizden sonra yapilan analizlerin
sonucunda lase ve Sase aktivitelerinin degerleri arasindaki makasin arttig
gbzlemlenmis olup maksimum farkin substrat lizerine 180 pl. enzim soliisyonu
eklenerek gerceklestirilen analizden elde edildigi belirlenmistir. Dolayistyla I/S orani bu
noktada minimum olmustur. Genel bir degerlendirme yapilacak olursa substrat {izerine
eklenen enzim konsantrasyonunun artmasiyla birlikte aktivite degerlerinde artigin
oldugu, I/S oraninda ise belirli bir konsantrasyon seviyesine kadar azalma oldugu,
sonrasinda ise I/S oraninin nispeten sabit kaldig1 tespit edilmistir.

4.11. Farkh Reaktiflerin Aktivite Uzerine EtKisi

Enzim soliisyonu igerisinde farkli reaktiflerin bulunmasi durumunda aktivitedeki
degisimin belirlenmesi amaciyla 100 mM Na-asetat tamponunda hazirlanan 1 mM
metal iyonlar1 (Li*, Sr?*, Na*, K*, Ca?*, Ba®*, Ag*, Fe®", Zn?*, Mn?*, AI**, Co?* ve Cu?")
ile 50°C’de 30 dk inkiibasyona birakildiktan sonra enzim aktivitesi analizi yapilmis olup
elde edilen sonuglar Cizelge 4.28'de gosterilmistir. Sonuglar incelendiginde, yalnizca
Mn?*’nin aktiviteyi %4.07 oraninda artirdig1 tespit edilmis olup elde edilen aktivite
degeri ile kontrol drneginden elde edilen aktivite degeri arasinda 6dnemli bir farklilik
tespit edilmemistir (P>0.05). Diger yandan Li*, Sr?*, Na*, K*, Ca?*, Ba®*, Fe®*, zZn?*,
APP* ve Co?"’nin enzimin aktivite degerini nispeten azalttig1 tespit edilmis olup %90’
iizerinde aktivite degerleri elde edilmistir (P>0.05). Ote yandan, Ag" ve Cu?"nin
enzimin aktivite degerini sirasiyla %82.51 ve %44.47 oraninda azalttif1 tespit edilmis
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olup diger reaktiflerin eklenmesiyle elde edilen aktivite degerleri arasinda istatistiksel
olarak dnemli bir farklilik belirlenmistir (P<0.05). Bununla beraber, Ag* ve Cu?"’nin
lase enziminin inhibitorleri oldugu sonucuna ulasilmistir. Ayrica farkli reaktiflerin
kullanilmastyla istatistiksel olarak Onemli veya Onemsiz derecede enzimin aktivite
gOstermis olmasi, lase enziminin farkli kosullarda galisabilecegini gostermistir. Metal
iyonlari, enzime yOnelik stabilizator/aktivator veya inhibitdr gorevi goriir. Bunlar enzim
ko-faktorii olarak yeterlidir ve enzim-substrat kompleksi yakinligimi veya asit-baz
katalizini indiikleyerek enzim-katalizli reaksiyonu hizlandirir.

Cizelge 4.28. Farkli reaktiflerin aktivite tizerine etkisi

Reaktif Nisbi aktivite (%)
Kontrol 100.00%+0.00
Li* 96.08%°+0.08
Sr?* 92.12°+1.99
Na* 93.81"+1.81
K* 95.22"4+2 78
Ca’* 92.54°+0.99
Ba?* 94.5254+2 41
Ag* 17.49°40.05
Fe3* 95.18+2.85
Zn%* 97.12°4+1.79
Mn?* 104.07%4+2.18
AR 96.63°°+0.41
Co? 97.55+3.88
Cu?* 55.53%+1.14

Ayni siitunda farkli harfleri tagiyan degerler arasindaki fark 6nemlidir (P<0.05).

Yapilan bir ¢alismada, Ag*, Hg?*, Ba?* ve Cu?*, Penicillium oxalicum BGPUP-4
iniilinazinm aktivitesi iizerinde uyaric1 etki gosterirken Fe?*, Mn?*, Co?" ve EDTA ise
enzim aktivitesini tamamen inhibe etmistir (Singh ve ark., 2018). Diger yandan, A.
ficuum iniilinazinin aktivitesinin Ag* tarafindan tamamen inhibe edildigi, Fe?* ve AI®*
tarafindan giiglii bir sekilde inhibe edildigi ve K*, Ca?', Li?*, EDTA ve iirenin ise
iniilinaz aktivitesi iizerinde 6nemli bir etkiye sahip olmadig: bildirilmistir (Chen ve ark.,
2009). Ongen-Baysal vd. (1994), Ag* ve Hg?" metal iyonlarinin A. niger A42 (ATCC
204447) iniilinazinin aktivitesini tamamen inhibe ettigini, Na*'nin ise aktivite {izerinde
ise aktivator etkisinin oldugunu tespit etmistir. Ote yandan, -SH gruplarm etkiledigi
bilinen Hg?*, Streptomyces sp. iniilinazinin aktivitesini tamamen ortadan kaldirmistir.
Hg?" ile gozlemlenen giiclii inhibitdr etki, protein icindeki baz1 -SH grubunun aktivite
icin onemli olabilecegi 6ne siiriilmiistiir. Sadece CoCl2'nin iniilinaz aktivitesini uyardigi,
AgNO3 ve CaNOg'iin ise inhibe edici etkisinin marjinal oldugu belirtilmistir. Ayrica,
enzim aktivitesinin EDTA tarafindan kuvvetli bir sekilde inhibe edildigi de bildirilmistir
(Sharma ve Gill 2007).

4.12. Ea, A, Qio-Degeri, Termal inaktivasyon ve Termodinamik Parametreler

Aktivasyon enerjisi (Ea), inaktivasyon enerjisi (Eia), frekans faktorii (A), Qio-
degeri, termal inaktivasyon ve termodinamik parametrelerin hesaplanmasinda, Bolim
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4.1'de karbon kaynagi olarak secilen melastan elde edilen ham enzim soliisyonu
kullanilmistir. Farkli sicakliklarda (30-80°C) enzim analizleri gerceklestirilerek lase ve
Sase igin reaksiyon hizlar1 belirlenmis olup sicaklik birimleri (T, °C), Kelvin (K)
birimlerine cevrilmis ve bunlarin resiprokalleri (1/T, K1) hesaplanmistir. Elde edilen
Vlase ve VSase degerleri, In(V|a3e) ve In(VSase) degerlerine donusturulmustur (Cizelge 429)
Daha sonra 1/T (K1) degerlerine kars1 In(Viase) Ve In(Vsase) degerlerinin grafigi cizilerek
negatif egimli (Sekil 4.54a) ve pozitif egimli (Sekil 4.54b) dogrular elde edilmistir.

Cizelge 4.29. Birinci derece kinetik modele uygun enzimatik reaksiyonun sonuglari

o Viase Vsase T T
TC0 (umol/mLdk) (umol/mLdk) (K) (K%) IN(Viase) IN(Vsase)

30 157.39%+1.46  100.38°%t0.97 303 0.0033 5.059+0.009 4.609+0.010
40 255.829+1.46  211.48%+6.82 313 0.0032 5.544+0.006 5.354+0.032
50 440.51°+6.82  341.10°+6.82 323 0.0031 6.088+0.015 5.832+0.020
60 575.97+5.85  492.65%+2.44 333 0.0030 6.356+0.010 6.200+0.005
70  419.55°+427.78 300.17°420.47 343 0.0029 6.005+0.034 5.702+0.068
80 136.447+0.97 48.73+1.95 353 0.0028 4.919+0.004 3.885+0.040

Ayni siitunda farkl harfleri tagiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (P<0.05).

Sekil 4.54a'daki dogru denklemlerinde de goriildiigii gibi dogrularin egimleri
sirastyla -4486.1 K ve -5319.0 K olarak belirlenmis olup aktivasyon enerjileri asagidaki
gibi hesaplanmastir.

lase i¢in aktivasyon enerjisi (Eaiase);

Egim = —E,, /R
—4486.1K = —E,, /8314 (J/molK)

E

Alase

= 37297.44(] /molK)

E

Alase

~ 37.30 + 0.58 kJ /mol
Sase i¢in aktivasyon enerjisi (Easase);
Egim = —Eqg, /R

—5319K = —E,._._/8.314 (J/molK)

ASase

E

aSase

= 44222.17(J /molK)

E

aSase

~ 44.22 + 0.45 kJ /mol
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Sekil 4.54. Birinci derece kinetik model enzimatik reaksiyonlarin Arhenius grafigi (a:
Aktivasyon enerjisi (Ea), b: Inaktivasyon enerjisi (Eia))

Aktivasyon enerjisi, gerceklestirilen enzimatik reaksiyon sirasinda substratin
iirline doniisebilmesi i¢in asilmasi gereken en diisiik enerji bariyeridir. Gergeklesen
reaksiyon da substrat once maksimum noktaya ulasarak ge¢is kompleksi niteligi
kazanmalidir. Bu noktada, substrattaki mevcut baglar zayiflaylp yeni baglarin
olusmasini saglamaktadir. Reaksiyonda geg¢is kompleksi olusumunu saglayan enerji,
aktivasyon enerjisi olarak adlandirilmaktadir (Cemeroglu, 2015). Bu ¢alismadan elde
edilen aktivasyon enerjileri incelendiginde Eaiase degerinin Easase degerinden diisiik
oldugu tespit edilmis olup aktivasyon enerjisi yiiksek olan Sase aktivitesinin reaksiyon
hizinin yavas oldugu belirlenmistir. Dolayisiyla lase aktivitesinin substrat olarak
iniilinde gosterdigi reaksiyon hizinin Sase aktivitesinin substrat olarak sukrozda
gosterdigi reaksiyon hizindan yiiksek oldugu anlasilmistir. Bununla beraber, enzimatik
bir reaksiyonda "enzim-substrat reaksiyonu" (aktivasyon) ve "enzim denatiirasyon
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reaksiyonu" (inaktivasyon) ayni anda gerceklesmektedir. Enzim inaktivasyonunun 1s1
etkisiyle olmasinin nedeni, enzimin protein yapida olmasidir. Enzim kinetiginde, enzim-
substrat reaksiyonu ile enzim denatiirasyon reaksiyonundaki aktivasyon enerji
seviyelerinin birbirinden olduk¢a farklidir. Nitekim enzim-substrat reaksiyonunun
aktivasyon enerjisi (Ea), enzim denatiirasyon reaksiyonunun aktivasyon (inaktivasyon)
enerjisinden (Eia) daima diisiiktiir (Cemeroglu, 2015). Yapilan bu ¢alismada da lase ve
Sase i¢in inaktivasyon enerji degerleri de hesaplanmis olup hesaplamalarda Cizelge
4.29'daki degerler kullanilmis ve 1/T (K?) degerlerine karst IN(Viase) Ve IN(Vsase)
degerlerinin grafigi ¢izilmistir (Sekil 4.54b). Elde edilen sonuglara gore lase igin
inaktivasyon enerjisi (Eia) 112.86+7.40 kJ/mol olarak hesaplanirken Sase i¢in Eia degeri
182.87+£10.90 kJ/mol olarak belirlenmistir. Goriildiigii gibi hem lase hem de Sase'in
inaktivasyon enerji degerleri aktivasyon enerji degerlerinden oldukca yiiksektir. lase
icin Eja degeri Ea degerinden 3.03 kat, Sase i¢in Eja degeri Ea degerinden 4.14 kat daha
yiikksek oldugu sonucuna ulasilmistir. Diger yandan, Sekil 4.54a'daki dogru
denklemlerinin y-kesen noktalar1 ile frekans faktorleri (A) de hesaplanmustir. y-kesen
noktasi In(A) degerine esit oldugundan In(Ajase) Ve In(Asase) degerleri sirasiyla 19.886 ve
22.246 olarak Sekil 4.54'teki denklemlerden belirlenmistir. Buna gore Ea ile ilgili lase
ve Sase icin frekans faktorleri agsagidaki gibi hesaplanmistir.

lase icin frekans faktorii (Ajase);

In(4,45.) = 19.886

— 519.886
Ajgse = €

Ajgse = 4.3 X 108pumol/mL.dk
Sase i¢in frekans faktorii (Asase);

In(Agyse) = 22.246

— 522.246
ASase =e

Aggse = 4.6 X 10°umol/mL.dk

Benzer hesaplamalar Sekil 54b'deki y-kesen noktalarindan (Iase ve Sase igin
sirastyla 18.781 ve 34.186) da yapilmis olup Eia ile ilgili lase ve Sase igin frekans
faktorleri sirastyla  1.43x108  pumol/mL.dk ve 7.03x10 pmol/mL.dk olarak
hesaplanmustir. Frekans faktorii (A), substratin birim zamanda aktivasyon bariyerine
yaklagma sayisidir. Bu ¢alismadan lase ve Sase'nin aktivasyon enerjisi ile ilgili elde
edilen Ajase Ve Asase degerleri sirasiyla 4.3x108 pmol/mLdk ve 4.6x10° pmol/mLdk
olarak belirlenirken inaktivasyon enerjisi ile ilgili bu degerler sirastyla 1.43x108
umol/mL.dk ve 7.03x10%* umol/mL.dk olarak tespit edilmistir. Bu degerler ile substrat
olarak kullamlan iniilin ve sukrozun sirasiyla 4.3x10® pmol/mL.dk ve 4.6x10°
umol/mL.dk ile enerji engelini agsmak i¢in aktivasyon enerjisinin oldugu noktaya dogru
yaklasmis oldugu anlasilmaktadir. Benzer sekilde, iniilin ve sukrozun sirasiyla 1.43x108
pumol/mL.dk ve 7.03x10'* pmol/mL.dk ile enerji engelini asmak igin inaktivasyon
enerjisinin oldugu noktaya dogru yaklastig1 anlasilmaktadir. Elde edilen veriler 15181nda,
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lase ve Sase'nin aktivasyon ve inaktivasyon enerjileri ile ilgili Arhenius denklemleri
(Esitlik 4.7-4.10) asagidaki gibidir.

Aktivasyon enerjisi i¢in;

37297.44 1

Vigse = 43 X 108 X e~ sa1e *T (4.7)

4422217 1

Vegse = 4.6 X 10% X ™ 8318 *T (4.8)

Inaktivasyon enerjisi igin;

_11286><i
Vigse = 1.43 X 108 X e 8314”7 (4.9)
_18287)(1
Vegse = 7.03 X 10 X ¢ 53127 (4.10)

Qio-degeri, reaksiyon hizinin sicakliga bagimliligini tanimlamada kullanilan bir
katsayisidir. Ayrica Qio-degeri, bir reaksiyonda sicakligin 10°C artmasi ile reaksiyon
hizinin kag kat artacagini ifade eden boyutsuz bir biiyiikliiktiir (Cemeroglu, 2015). Buna
gore, Qio-degerleri, Esitlik 3.9 kullanilarak hesaplanmig olup sonuglar Cizelge 4.30'da
gosterilmistir. Bu sonuglara gore, lase aktivitesinin en yliksek Qio-degeri (1.72+0.02)
sicaklik araligir 40-50°C oldugunda elde edilirken Sase aktivitesininki (2.11+0.05) ise
30-40°C araliginda elde edilmistir (P<0.05). Bu sicaklik araliklarindan sonra Qio-
degerleri azalmaya baglamistir. Qio-degerinin 1’den kiigiik oldugu sicaklik araliklarinda
(60-70°C) ise enzim, sicaklik etkisi ile denatiire olmaktadir. Dolayisiyla bu, reaksiyon
hizinin daha fazla artmayacagm gosterir. Ozellikle hem lase hem de Sase igin 60°C
sicakliktan sonra Qio-degerlerinin 1’in altina diistiigii tespit edilmis olup en diisiik Q1o-
degerleri (sirastyla 0.33+0.02 ve 0.1620.02) 70-80°C sicaklik araliginda hesaplanmistir.

Cizelge 4.30. Sicakligin 10°C artmasiyla lase ve Sase'nin Qio-degerlerinin degisimi

Q1o-degeri

TCO) lase Sase

30-40 1.63°+0.02 2.11%+0.05
40-50 1.723+0.02 1.61°+0.02
50-60 1.31°+0.01 1.45°+0.04
60-70 0.73%+0.04 0.619+0.04
70-80 0.33°+0.02 0.16%4+0.02

Ayni siitunda farkli harfleri tagiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (P<0.05).

Yapilan bir ¢alismada, Penicillium oxalicum BGPUP-4 iniilinaz enzimi
izoformlart (Ekzo-l ve Ekzo-II) igin aktivasyon enerjisi 37.65 kJ/mol olarak
hesaplanmistir (Singh vd. 2018). Bu sonug, bu ¢alismadan elde edilen sonug (37.30
kJ/mol) ile neredeyse ayni olmustur. Diger yandan, modifiye edilmemis ve kimyasal
olarak modifiye edilmis (Pridoksal-5'-fosfat ve askorbat sirasiyla modifiye edici
indirgeyici ajanlar olarak kullanilmistir) iniilinaz enzimlerinin aktivasyon enerjileri
strasiyla 24.19 kJ/mol ve 39.98 kJ/mol olarak belirlenmistir. Kimyasal olarak modifiye
edilen iniilinazin aktivasyon enerjisi bu ¢alismadan elde edilen aktivasyon enerjisinden
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daha yiiksek hesaplanmistir. Bu da A. niger iniilinazinin gerektirdigi enerjiden daha
yiikksek oldugunu gosterir (Torabizadeh vd. 2011). Bununla beraber, Penicillium
oxalicum BGPUP-4 iniilinaz enzimi izoformlarinin Qio-degerleri de hesaplanmustir. 45-
50°C ve 50-55°C sicaklik araliklarindaki Qio-degerleri sirasiyla 1.56 ve 1.30 olarak
belirlenmistir. 55°C'nin 6tesinde, Qio-degerinin 1'in altna (0.73) diistiigii belirlenmis
olup bu da 55°Chmin {izerine sicaklik artisinin reaksiyon hizini daha fazla
artirmayacagini gostermistir (Singh vd. 2018).

Ote yandan, lase ve Sasenin 70°C ve 80°C'de inaktivasyon hiz sabiti (Kq),
yartlanma omri (t12), D-degeri, entalpi (4H), serbest enerji (4G) ve entropi (4S)
degerleri de hesaplanmis olup sonuglar Cizelge 4.31'de sunulmustur. Elde edilen
sonuglara gore, kg degeri sicakligin artmasi ile birlikte artmistir. Bu, ayni zamanda
sicakligin lase ve Sase'nin yarilanma omrii iizerindeki etkisini de gosterir. Sicakliktaki
artma, ti2 degerinde kademeli olarak azalmaya neden olur. 70°C ve 80°C sicaklikta lase
icin ty degerleri sirasiyla 0.56 ve 0.12 saat, Sase i¢in bu degeler sirasiyla 0.35 ve 0.07
saat olarak hesaplanmistir. Bu durum, lase ve Sase’nin termostabil olmadigimi ancak
lase’nin Sase’ye gore daha termostabil oldugunu (6zellikle 70°C) gosterir.

Cizelge 4.31. lase ve Sase'nin kinetik ve termodinamik parametreleri

T (°C) 70 80
T (K) 343 353
@ () lase 2.28+0.22 5.76£0.07
d Sase 1.99+0.25 9.26+0.18
tua () lase 0.56+£0.10 0.12+0.00
V2 Sase 0.35+0.05 0.07-£0.00
. . lase 1.86+0.33 0.40+0.00
D degeri (h) Sase 1.18+0.15 0.25+0.00
lase 34.45+0.58 34.36£0.58
4H (kJ/mol) Sase 41.37+0.45 41.29+0.45
lase 60.40+0.51 57.78+0.04
4G (kJ/mol) Sase 59.11+0.36 56.38+0.06
lase -75.67+0.22 -66.33+1.75
48 (YmolK) Sase -51.7240.24 427241 .43

lase i¢in Z = 7.21+1.64°C

Sase i¢in Z = 11.10+1.85°C

lase i¢in Ea=37.30+0.58 kJ/mol
lase i¢in Eia = 112.86 ki/mol

Sase icin Ea = 44.2240.45 kJ/mol
Sase i¢in Eia = 182.87 kJ/mol

lase i¢in A = 4.3x108 umol/mL.dk
Sase igin A = 4.6x10° pmol/mL.dk

Benzer sekilde, Penicillium oxalicum BGPUP-4 iniilinazinin ti» degeri de
yiiksek sicaklikta (80°C) 0.66 saat olarak hesaplanmistir (Singh vd. 2018). Sicakligin
artmast ile bilirikte D degeri azalmis olup sicaklik 70°C oldugunda D degeri lase ve
Sase icin sirasiyla 1.86 saat ve 1.18 saat olarak hesaplanmistir. Sicaklik 80°C'ye
artirlldiginda ise D-degeri sirasiyla 4.65 ve 4.72 kat azalmistir. Bu durum, yiiksek
sicaklikta enzimin denatiire oldugunu gosterir. Benzer sekilde, yapilan bir ¢alismada
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sicakligin 50°C'den 80°C’ye artmasi ile birlikte iniilinaz enziminin D-degerlerinin de
164.47 saatten 2.30 saate kadar azaldig tespit edilmis olup 70°C ve 80°C sicakliklardaki
D-degerleri ise sirastyla 4.28 saat ve 2.30 olarak hesaplanmistir (Singh vd. 2018).

Diger yandan, hesaplanan D-degerleri kullanilarak lase ve Sase i¢in Z-degerleri
sirastyla  7.21£1.64°C ve 11.10£1.85°C olarak belirlenmistir. Yiksek Z-degeri
uygulanan 1s1 muamelesinin siiresine daha duyarli oldugu, diisilk Z-degeri ise
sicakliktaki artisa daha duyarli oldugu anlami tasir. Dolayisiyla, sukroz tizerindeki
aktivitenin Z-degerine kiyasla (11.10°C) iniilin iizerindeki aktivitenin daha disik Z-
degeri (7.21°C), iniilin iizerinde gosterilen aktivitenin uygulanan 1s1 muamelesinin
siiresinden ziyade sicakliktaki artisa daha duyarli oldugunu gostermistir. Yapilan bir
caligmada, 1s1ya dayanikli ve 1siya dayaniksiz lase'nin Z-degerleri sirasiyla 83.33°C ve
60.98°C olarak belirlenmistir (Lago ve Norefia 2014). Benzer sekilde, Fante and Norefia
(2012) beyazlatilmis sarimsak dilimlerinde elde ettikleri hiz sabitleri degerleri
kullanilarak, 1siya dayanikli ve 1s1ya dayaniksiz lase i¢in Z-degerleri sirasiyla 75.76°C
ve 57.47°C olarak tespit edilmistir. Ayrica, Penicillium oxalicum BGPUP-4 iniilinazinin
Z-degeri 16.20°C olarak hesaplanmis olup bu sicaklik, D-degerinde 10 kat azalma elde
etmek i¢in gerekli olan sicaklik degeri olarak bildirilmis olup (Singh vd. 2018) bu
durum ytiksek sicaklikta P. oxalicum BGPUP-4 iniilinazinin A. niger A42 iniilinazindan
daha stabil oldugunu ve D-degerini 10 Kat azaltmak i¢in daha fazla enerji harcanmasi
gerektigini gosterir.

Termal geri donisiimsiiz inaktivasyon, temelde N < D — I olmak tizere iki
asamada gerceklesir. Burada, N = dogal yapidaki enzim, D = denatiire olmus enzim
(sicaklik diistiigiinde tekrar katlanabilir) ve | = inaktif enzimi (yliksek sicakliga siirekli
maruz kalma nedeniyle sogutmadan sonra bile geri katlanmaz) temsil eder. Yiiksek
sicakliga uzun siire maruz kalmak, kovalent olmayan baglar1 veya proteinin
aminoasitleri arasindaki hidrofobik etkilesimleri bozar (Singh ve ark., 2018). lase ve
Sase'nin AH degerleri sicakligin artmasi birlikte azalmistir. Sase'nin lase'ye gore daha
yiiksek AH degerlerine sahip oldugu dikkat ¢ekmektedir (Cizelge 4.31). Bununla
beraber, lase ve Sase’nin AG degerleri birbirine olduk¢a yakin hesaplanmistir.
Sicakligin artmasi ile birlikte 4G degerleri azalmistir (Cizelge 4.31). Sicaklik artisi ile
AH ve AG degerlerindeki bir azalma, lase ve Sase'nin genis aralikli termostabilitesini
dogrular (Singh ve ark., 2018). Bununla beraber, lase ve Sase igin AS degerleri
sicakligin artmast ile birlikte sifir (0) noktasina dogru yaklasmistir. Hem lase hem de
Sase icin A4S degerlerinin negatif olmasi sistemdeki diizensizligin azalmasi yani
diizenliligin artmas1 demektir (Tunail, 2009). Yani, lase ve Sase'nin anlaml bir sekilde
bir araya geldigini gosterir (Singh ve ark., 2018). Yapilan bir ¢aligmada, 50-80°C
sicaklik araliginda iniilinazin 4H, AG ve A4S degerleri sirasiyla 34.71-34.96 kJ/mol,
104.14-113.83 kJ/mol ve -240.97 J/molK ila -196.59 J/molK arasinda degistigi
belirlenmis olup 70°C sicaklikta bu degerler sirasiyla 34.79 kd/mol, 109.58 kJ/mol ve -
217.95 J/molK, 80°C sicaklikta ise bu degerler sirasiyla 34.71 kJ/mol, 104.14 kJ/mol ve
-196.59 J/molK olarak hesaplanmistir (Singh ve ark., 2018). Bir baska ¢alismada ise K.
lactis iniilinazinin 50-70°C sicaklik araligindaki AH, AG ve AS degerleri sirasiyla
234.21-234.05 kJ/mol, 249.6-284.7 kJ/mol ve -47 J/molK ila -148 J/molK arasinda

o

degistigi belirlenmistir (Zhao vd., 2016).

165



BULGULAR VE TARTISMA M. GERMEC

4.13. Termostabilite ve Termodinamik Parametreler

lase enziminin termostabilite testinde, MKD ile optimize edilen besiyeri
kompozisyonunda gerceklestirilen fermentasyonun ham enzim soliisyonu kullanilmaistir.
lase enziminin termostabilitesi ile ilgili sonuglar Sekil 4.55'te sunulmustur. Elde edilen
sonuclara gore, lase enziminin aktivitesinde 30°C ve 40°C sicaklikta 6 saatin sonunda
strastyla %6.8 ve %6.7 kayip oldugu belirlenmistir. Bununla beraber, ayni sicakliklarda
yarim saatlik inkiibasyonun sonunda da sirasiyla %3.1 ve %10 aktivite kayb1 soz
konusudur. Ote yandan, 30°C sicaklikta inkiibasyon siiresi 1, 3, 4 ve 5 saat oldugunda
ise aktivite de sirastyla %2.9, %2.6, %4.9 ve %4.7 artis olmus olup 2 saatlik inkiibasyon
siiresinin sonunda ise %0.5 kayip tespit edilmistir. Inkiibasyon sicakligi 40°C oldugunda
ve 3, 4 ve 5 saatlik inkiibasyon siirelerinin sonunda ise aktivite de sirasiyla %6.1, %4 ve
%7.5 artig goriilmiis olup inkiibasyon siiresinin 1. ve 2. saatinin sonunda ise aktivitede
sirastyla %5 ve %0.1 kayip tespit edilmistir. Inkiibasyon sicakligi 50°C oldugunda,
inkiibasyonun ilk yarim saatinde aktivitede %13.6 kayip tespit edilmis olup 5 saatlik
inkiibasyonun sonunda aktivitede %12-17 arasinda kayip tespit edilmistir. 6. saatin
sonunda ise aktivite kayb1 yaklagik %22 olmustur.

120
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(=)
<
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0 O |
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{-30°C —-40°C —{3+50°C 8-60°C —8-70°C —-80°C

Sekil 4.55. Enzimin stabilitesi tizerine sicakligin etkisi

Diger yandan, 60°C inkiibasyon sicakligi kullanildiginda ve inkiibasyon
siiresinin artmasi ile birlikte aktivitede de kayip s6z konusu olmus olup 6 saatlik
inkiibasyon siiresinin sonunda yaklasik %22 aktivite tespit edilmis olup aktivite kayb1
%78 civarindadir. Ilaveten, inkiibasyon sicakligi 70°C oldugunda ise test tiipiindeki
enzim sollisyonunun proteinlerinin daha hizli denatiire oldugu goriilmektedir. 6 saatlik
inkiibasyon siiresinin sonunda aktivite kaybt %99.7 olmustur. Bununla beraber, 70°C
inkiibasyon sicaklifinda ortamdaki proteinlerin yaklasik %92’si ve %96’s1 sirasiyla
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yarim saatlik ve 1 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda denatiire olmustur. %98.4’liikk
aktivite kayb1 ise 2 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda tespit edilmistir. Ek olarak,
inkiibasyon siiresi 80°C oldugunda ise aktivitenin neredeyse tamami (%99.83) yarim
saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda kaybolmustur. Geri kalan inkiibasyon siirelerinin
sonunda da buna benzer aktivite kayiplar1 elde edilmistir. Iniilinazlarin 50°C'den daha
yiikksek bir optimum sicakliga sahip olmalari, iniilinden fruktooligosakkaritlerin ve
fruktozun ticari iiretimi i¢in ¢ok onemli bir faktordiir. Ciinkii yiiksek sicaklik, iniilinin
uygun ¢Oziiniirliigiinii saglamakta ve ayni zamanda mikrobiyal kontaminasyonu
onlemektedir. Aynm sekilde yiiksek bir termostabilite, baz1 endiistriyel olarak kullanilan
enzimlerin liretim maliyetini de diisirmektedir, ¢linkii istenen iirlinii tiretmek i¢in daha
diisiik miktarlarda enzim gerckmektedir (Flores-Gallegos vd. 2015; Vandamme ve
Derycke 1983). Yapilan bir ¢alismada, Rhizopus microsporus iniilinazinin
termostabilitesini belirlemek i¢in, enzim ¢ozeltisi, pH 5.0'da 6 saate kadar 60-80°C'de
1sitilmistir. Muameleden sonra, kalan aktivite 50°C'de 6l¢iilmiistiir. Iniilinazin 60°C'de 6
saatlik inkiibasyonunda aktivitenin yaklasik %87'sinin korundugu bildirilmistir. 70°C'de
ise kademeli bir aktivite kaybinin oldugu bununla beraber 6 saatlik inkiibasyonun
sonunda aktivitenin %57'sinin korundugu belirlenmistir. 80°C'de 4 saat inkiibasyona
birakilan iniilinazin %72'lik kalint1 aktiviteye sahip olurken 6 saatin sonunda ise
aktivitenin %61'inin kayboldugu rapor edilmistir (Flores-Gallegos vd. 2015). Bununla
beraber, A.niger iniilinazinin 60°C'de 30 dk, A. candidus iniilinazinin ise 55°C'de 60 dk
boyunca stabil kaldig1 tespit edilmistir (Nakamura vd. 1995).

Diger yandan, farkli sicaklik ve siirede gerceklestirilen enzim aktivitelerinin
inaktivasyon hiz sabitleri hesaplanmgtir. Inaktivasyon hiz sabiti (Kg), protein
denatiirasyon prosesinin kantitatif bir 6zelligidir. Cogu durumda enzim inaktivasyonu,
birinci derece bir reaksiyondur (Shkutina vd. 2016). lase enziminin inaktivasyon hiz
sabiti tizerine sicaklik ve inkiibasyon siiresinin etkisi ile ilgili sonuglar Cizelge 4.32°de
sunulmustur. Elde edilen sonuglara gore sicakligin artmasi ile birlikte inaktivasyon hiz
sabiti degerlerinin istatistiksel olarak anlamli Gl¢iide arttigi belirlenmistir (P<0.05).
Oyle ki maksimum inaktivasyon hiz sabiti 80°C sicaklikta ve yarim saat inkiibasyon
siiresinde 12.742.3+0.25 sal olarak hesaplanmistir (P<0.05). Diisiik inkiibasyon
sicakliklarinda (30°C ve 40°C) ve siirelerinde (1, 2, 3, 4 ve 5. saatler), bazi inaktivasyon
hiz sabiti degerleri, bu inkiibasyon sicaklik ve siirelerinde enzim aktivitesi degerinin
nisbi olarak %2100’lin {izerine ¢iktig1 igin (Sekil 4.55) negatif olmaktadir. Dolayisiyla bu
kosullardaki inaktivasyon hiz sabiti degerleri hesaplanmamistir. Diger yandan, yiiksek
inkiibasyon sicakliklarinda (50°C-80°C) inkiibasyon siiresinin artmasi ile birlikte
inaktivasyon hiz sabitinin kademeli olarak azaldig belirlenmis olup bu durum enzimin
protein yapisinin denatiire oldugunu ve aktivite kaybmnin oldugunu gostermektedir.
Dolayisiyla lase enziminin yiiksek sicakliklara gore (60°C-80°C) diisiik sicakliklarda
(30°C-50°C) daha stabil oldugu, diisiik inaktivasyon hiz sabiti degerlerinden de
anlagilmaktadir.

Iniilinaz enziminin ti, degeri, k¢ degerine baghdir (tiz = In(2)/kg). Sicakligin
artmast ile birlikte, kg degerleri arttig1 i¢in enzimin ti2 degerinde kademeli olarak diisiis
gozlemlenmistir. Ornegin, inkiibasyon siiresi sabit tutuldugunda (0.5 sa) iniilinazin ti
degeri, sicakligin 30°C'den 80°C'ye artmasi ile birlikte 28.77 saatten 0.05 saate kademeli
olarak azalmistir. Yiiksek sicakliklarda (80°C) dahi ti> degerinin inkiibasyon siiresine

PR

bagli olarak 0.05-0.64 saat arasinda degistigi belirlenmistir (Cizelge 4.33). Dolayisiyla
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bu, inililinazin yiiksek sicakliktaki termostabilitesini gosterir. Diger yandan, sicaklik
sabit tutuldugunda, termostabilite icin inkiibasyon siireSinin artmasi ile birlikte ti
degerinin genel olarak arttig1 belirlenmistir. Ornegin, 50°C'de gergeklestirilen bir
termostabilite analizinde siirenin 5 saate kadar artmasi ile birlikte ti2 degeri de diizenli
olarak artmistir. Ancak, 6. saatte ti» degerinde azalma goriilmiistiir. Benzer sekilde,
sicaklik 60°C'de sabit tutuldugunda gerceklestirilen termostabilite testinde, inkiibasyon
stiresinin artmasi ile birlikte ti/> degeri siirekli olarak artmistir (Cizelge 4.33). Bu durum,
A. niger iniilinazinin uzun siire yiiksek sicaklikta stabil kaldigini gostermektedir.
Yapilan bir ¢alismada, 50°C'den 80°C’ye sicakligin artmasi ile birlikte, Penicillium
oxalicum BGPUP-4 iniilinazinin kg degeri 0.014/sa'dan 1.046/sa'ye artarken ti» degeri
49.51 saatten 0.66 saate azalmistir. Dolayisiyla bu g¢alismada, Penicillium oxalicum
BGPUP-4 iniilinazinin yiiksek sicaklikta termostabil oldugu sonucuna ulasilmistir
(Singh vd. 2018).

Iniilinaz enziminin D-degeri iizerine sicaklik ve siirenin etkisini gosteren
deneysel veriler Cizelge 4.34'te gosterilmistir. D-degeri, Kq'nin bir fonksiyonudur (D-
degeri = In(10)/kq). Dolayisiyla, D-degeri ile kg arasinda ters orant1 s6z konusudur.
Yani, kg'nin artmasi ile birlikte D-degeri azalacaktir. Sicakligin artmasi ile birlikte Kg
degeri artmis olup D-degeri de azalmistir. Ornegin, termostabilite testi i¢in uygulanan
siire 0.5 saat oldugunda ve sicaklik 30°C'den 80°C'ye artirildiginda D-degeri 95.58
saatten 0.18 saate azalmistir. Benzer sonuclar inkiibasyon siiresi 1, 2, 3, 4, 5, ve 6 saat
oldugunda da elde edilmistir (Cizelge 4.34). Diger yandan, termostabilite igin
uygulanan sicaklik sabit tutuldugunda (6rnegin 50°C veya 70°C), inkiibasyon siiresi 5
saate kadar artirildiginda D-degerinin de arttigi tespit edilmis olup (50°C igin 7.88
saatten 88.49 saate, 70°C icin 0.46 saatten 2.30 saate) inkiibasyon siiresi 6 saat
oldugunda D-degerinde azalma tespit edilmistir (50°C ig¢in 56.73 saat, 70°C igin 2.19
saat). Ancak, sicaklik degeri 60°C veya 80°C oldugunda, inkiibasyon siiresinin artmast
ile birlikte D-degeri de kademeli olarak artmistir (60°C igin 2.26 saatten 9.07 saate,
80°C i¢in 0.18 saatten 2.14 saate) (Cizelge 4.34). Sonug olarak, sicakliktaki artis ile
birlikte A. niger iniilinazinin D-degeri azalmistir. Bu durum, yiiksek sicaklikta
denatiirasyonun basladigin1 dogrular. Singh vd. (2018), Penicillium oxalicum BGPUP-4
iniilinazt D-degerinin sicakligin 50°C'den 80°C'ye artmasi ile birlikte 164.47 saatten
2.30 saate kadar azaldigimi bildirmistir. Dolayisiyla bu ¢alismadan elde edilen sonug,
literatiirdeki mevcut sonuglar ile ortlismektedir.

Diger yandan, iniilinaz enziminin farkli inkiibasyon siirelerindeki inaktivasyon
enerjisi (Eia) ile ilgili veriler, Cizelge 4.35'te verilmistir. Elde edilen sonuglara gore,
termostabilite testinde inkiibasyon siiresi 0.5, 1, 2, 3, 4, 5 ve 6 saat oldugunda Eja
degerleri sirastyla 285.42 kJ/mol, 285.00 kJ/mol, 293.16 kJ/mol, 203.77 kJ/mol, 238.75
kJ/mol, 244.36 kJ/mol ve 207.69 kJ/mol olarak hesaplanmistir. En diisiik Eia degeri
inkiibasyon siiresi 3 saat oldugunda elde edilirken en yiiksek Eia degeri de inkiibasyon
siiresi 2 saat oldugunda elde edilmistir. Inkiibasyon siiresi, Eia degeri iizerinde 6nemli
bir etki gostermistir (P<0.05). Ancak, inkiibasyon siiresinin artmasiyla Eia degeri
artmigtir veya azalmistir seklinde bir yorumda bulunmak ¢ok zordur. Genel olarak
inkiibasyon siiresinin artmasi ile birlikte Eja degeri 203.77-293.16 kJ/mol arasinda
degismistir (Cizelge 4.35). Literatiir ¢aligmalar1 incelendiginde, iniilinaz enziminin
farkli inkiibasyon siirelerindeki Eia degerinin degisimi ile ilgili herhangi bir bilgiye
rastlanilmamustir.
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Cizelge 4.32. Inaktivasyon hiz sabiti (Kq) {izerine sicaklik ve inkiibasyon siiresinin etkisi
0 ka (sat)
TCO) 0.5sa 1sa 2sa 3sa 4 sa 5sa 6 sa
30 0.064%+0.05 H H H H H 0.012b+0.00
40 0.2129+0.08 0.052%+0.05 H H H H 0.012b+0.00
50 0.2939+0.01 0.162%+0.01 0.079%+0.01 0.059°4+0.01 0.047°+0.00 0.0269+£0.00 0.041b+0.00
60 1.019°+0.05 0.583°+0.01 0.436°+0.00 0.343°+0.01 0.312°4+0.00 0.278°+0.00 0.254b+0.00
70 5.043+0.13 3.172°+£0.10 2.064°+0.02 1.576+0.07 1.397°+0.01 1.001°+0.03 1.091a+0.21
80 12.7423+0.25 6.425%+0.01 3.435%+0.16 2.750%+0.68 2.149%+0.42 1.510a+0.07 1.079a+0.01
Ayni siitunda farkl harfleri tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (P<0.05).
H: Hesaplanmamistir
Cizelge 4.33. Iniilinaz enziminin yar1 dmrii (t12) iizerine sicaklik ve inkiibasyon siiresinin etkisi
0 t1o(sa)
TCC) 0.5sa lsa 2sa 3sa 4 sa 5sa 6 sa
30 28.773+£22.75 H H H H H 61.99%+14.07
40 3.76%+1.35 55.22%+48.10 H H H H 67.99%4+23 .35
50 2.37%4+0.09 4.30%+0.37 8.852+0.82 11.89%+1.03 14.813+0.49 26.64°+3.27 17.08°+0.37
60 0.68%+0.03 1.19%+0.02 1.59°+0.00 2.02°40.03 2.22°+0.01 2.49°+0.00 2.73+0.04
70 0.142+0.00 0.222+0.01 0.34°+0.00 0.44°+0.02 0.50°+0.00 0.69°+0.02 0.66°+0.13
80 0.05%£0.00 0.113+0.00 0.20°+0.01 0.27°+0.07 0.34°+0.07 0.46°+0.02 0.64°+0.01

Ayni siitunda farkl harfleri tastyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (P<0.05).

H: Hesaplanmamigtir
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Cizelge 4.34. Iniilinaz enziminin D-degeri iizerine sicaklik ve inkiibasyon siiresinin etkisi
o D-degeri (sa)
TCO) 0.5sa 1sa 2 sa 3sa 4 sa 5sa 6 sa

30 95.58%+75.58 H H H H H 205.922+46.72
40 12.49%+4 47 183.45%+159.80 H H H H 225.85%+77.57
50 7.882+£0.30 14.29%:1.24 29.40%:2.73 39.48%:3.41 49.20%+1.63 88.49%:10.85 56.73°+1.24
60 2.26°+£0.10 3.95%£0.08 5.28+0.01 6.72°+0.11 7.39°+0.02 8.27°+0.00 9.07°+0.13
70 0.46°+0.01 0.732+£0.02 1.12°+0.01 1.46°+0.06 1.65°40.01 2.30°+0.07 2.19°+0.42
80 0.18°+0.00 0.36°+0.00 0.67°+0.03 0.89°+0.22 1.11°40.22 1.53+0.07 2.14°+0.03

Ayni siitunda farkli harfleri tagiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak onemlidir (P<0.05).

H: Hesaplanmamustir

Cizelge 4.35. Iniilinaz enziminin farkli inkiibasyon siirelerindeki inaktivasyon enerjisi (Eia)

inkiibasyon siiresi (sa) 0.5 1 2 3 4 5 6

0LT

Eia (kJ/mol) 285.42%+5.07 285.00%+1.08 293.16%£15.80 203.77°+4.09 238.75°+6.36 244.36°+11.47 207.69%2.50

Aym satirda farkli harfleri tagiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (P<0.05).

Cizelge 4.36. Iniilinaz enziminin Qio-degeri iizerine sicaklik ve inkiibasyon siiresinin etkisi

o Q1o-degel‘i
TCO) 0.5sa 1sa 2 sa 3sa 4 sa 5sa 6 sa
30-40 0.93%+0.06 0.922+0.04 1.00%+0.00 1.03%+0.01 0.99%+0.01 1.03%+0.01 1.00°+0.04
40-50 0.962+0.03 0.90%+0.05 0.85+0.00 0.79°+0.03 0.80%+0.00 0.82°+0.02 0.84°+0.02
50-60 0.70°+0.01 0.66°+0.00 0.49°+0.01 0.43°+0.00 0.35°+0.00 0.28°+0.00 0.28°+0.00
60-70 0.13°+0.01 0.08°+0.01 0.049£0.00 0.03%0.01 0.01°+0.00 0.03%£0.00 0.01%+0.01
70-80 0.029+0.00 0.04°+0.00 0.07%+0.00 0.14%+0.14 0.14°+0.13 0.08°+0.01 H

Ayni siitunda farkl harfleri tastyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (P<0.05).

H: Hesaplanmamustir.
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Cizelge 4.37. Iniilinaz enziminin farkli inkiibasyon siirelerindeki Z-degerleri

Inkiibasyon siiresi (sa) 0.5 1 2 3 4 5 6

Z-degeri (°C) 20.75°+3.29  17.05°+3.32  18.87°%+0.18  17.77°+0.71  17.85°+0.70  17.14*+0.25  20.99%+0.79

Aymi satirda farkli harfleri tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (P<0.05).

Cizelge 4.38. Enzimatik reaksiyonun entalpisi (4H) tizerine sicaklik ve inkiibasyon siiresinin etkisi

o AH (kJ/mol)
TCO) 0.5sa 1sa 2sa 3sa 4 sa 5sa 6 sa

30 282.90%+5.07 282.48%+1.08 290.64%+15.80 201.25%+4.09 236.23%+6.36 241.84%+6.36 205.172+£2.50
40 282.82%+5.07 282.40%+1.08 290.56%+15.80 201.17%+4.09 236.15%+6.36 241.75%+6.36 205.09%+2.50
50 282.73%+5.07 282.312+1.08 290.47%+15.80 201.09%+4.09 236.06%+6.36 241.672+6.36 205.00%+2.50
60 282.65%+5.07 282.23%+1.08 290.39%+15.80 201.00%+4.09 235.98%+6.36 241.59%+6.36 204.92%+2.50
70 282.57%+5.07 282.15%+1.08 290.312£15.80 200.92%+4.09 235.90%+£6.36 241.512+6.36 204.84%+2.50
80 282.48%+5.07 282.06%+1.08 290.23%+£15.80 200.84%+4.09 235.81%+6.36 241.42%+6.36 204.75%+2.50

Ayni siitunda farkl harfleri tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (P<0.05).
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Cizelge 4.39. Enzimatik reaksiyonun serbest enerjisi (4G) iizerine sicaklik ve inkiibasyon siiresinin etkisi
0 AG (kJ/mol)
TCO 0.5sa 1sa 2sa 3sa 4 sa 5sa 6 sa
30 103.03%+2.70 H H H H H 106.13%+0.58
40 102.31%+0.98 107.63%+3.48 H H H H 109.86%+0.93
50 104.612+0.10 106.20%+0.23 108.14%+0.25 108.93%+0.23 109.53+0.09 111.09%+0.33 109.91%+0.06
60 104.48%+0.12 106.022+0.05 106.83°+0.00 107.50°+0.04 107.76°+0.01 108.07°+0.00 108.33%9£0.04
70 103.14%+0.08 104.462+0.09 105.69°+0.03 106.80°+0.12 106.80°+0.02 107.75°+0.09 107.56%+0.55
80 103.51%+0.06 105.522+0.00 107.36+0.14 108.79°¢+(0.74 108.79°+0.59 109.77°+0.13 110.76°°£0.04
Ayni siitunda farkli harfleri tagiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (P<0.05).
H: Hesaplanmamustir.
Cizelge 4.40. Enzimatik reaksiyonun entropisi (4S) iizerine sicaklik ve inkiibasyon siiresinin etkisi
o A48 (J/molK)
T (O 0.5sa 1sa 2 sa 3sa 4 sa 5sa 6 sa
30 661.73°+7.81 H H H H H 394.95%+6.33
40 644.78%+13.09  626.44%+7.65 H H H H 372.322°+5.01
50 619.55%°+15.38 613.33%+2.63  632.59%+49.68 353.40%:11.96 459.83%£19.98 472.37%+36.52  362.48°+7.55
60 603.13°+14.85 597.24°+£3.09 619.33%:47.45 348.89°+12.17 453.13%+19.14 469.04%+34.43  358.16"+7.38
70 591.20°+14.57 586.12°+2.91 606.34%t46.14 343.48%11.58 444.46°+18.61 458.04%+33.69 351.70°°+5.67
80 575.09°t14.20 568.21°+3.06  586.11%+45.14  330.79%£9.50  427.92°+19.69 441.032+£32.85  334.36°£6.98

Ayni siitunda farkl harfleri tagiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak onemlidir (P<0.05).
H: Hesaplanmamistir
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Qio-degeri, Esitlik 3.9 ile hesaplanmistir. Iniilinaz enziminin Qio-degeri iizerine
sicaklik ve inkiibasyon siiresinin etkisi ile ilgili sonugclar, Cizelge 4.36'da gosterilmistir.
Elde edilen sonuglara gore, Qio-degeri lizerine inkiibasyon siiresi genel olarak dalgali
sekilde etki etmistir. Ornegin, 30-40°C araliginda ve inkiibasyon siiresi 0.5 saatten 6
saate arttiginda Qio-degerleri sirasiyla 0.93, 0.92, 1.00, 1.03, 0.99, 1.03 ve 1.00 olarak
hesaplanmistir. Benzer sonuglar, sicaklik araligi 40-50°C, 60-70°C ve 70-80°C
oldugunda da elde edilmistir. Ancak, sicaklik aralig1 50-60°C oldugunda ise inkiibasyon
stiresinin artmasit ile birlikte Qio-degeri azalmistir (Cizelge 4.36). Diger yandan,
sicakligin artmasi ile birlikte Qio-degeri azalmistir (40-50°C sicaklik araligir ve 0.5 sa
inkiibasyon siiresindeki deger harig). Ornegin, inkiibasyon siiresi 1 saat oldugunda Qio-
degeri 0.92'den 0.04'e azalmistir (P<0.05). Benzer sekilde, inkiibasyon siiresi 5 saat
oldugunda Qo-degeri 1.03'ten 0.03'e azalmistir (P<0.05) (Cizelge 4.36). Sonug olarak,
diisiik sicakliktan yiiksek sicakliga dogru sicakliktaki her 10°C'lik yiikselme ile birlikte
uygulanan tiim inkiibasyon siireleri de goz Oniine alindiginda Qio-degerinde genel
olarak azalma goriilmiistiir. Bu da reaksiyon hizinin azalmasi yani enzimin yiiksek
sicaklikta ve uzun inkiibasyon siirelerinde denatiire oldugunun bir gostergesidir.

Iniilinaz enziminin Z-degeri iizerine sicaklik ve inkiibasyon siiresinin etkisi ile
ilgili sonuglar, Cizelge 4.37'de sunulmustur (Esitlik 3.10). Elde edilen sonuglara gore,
sicaklik 30-80°C arasinda degistiginde ve inkiibasyon siiresinin 0.5 saatten 6 Saate
artmasi ile birlikte Z-degeri dogrusal olarak artmamistir (P>0.05). Cizelge 4.37'deki
verilere gore inkiibasyon stiresi 0.5, 1, 2, 3, 4, 5 ve 6 saat oldugunda bu siirelerdeki Z-
degerleri sirastyla 20.75°C, 17.05°C, 18.87°C, 17.77°C, 17.85°C, 17.14°C ve 20.99°C
olarak hesaplanmistir. Cizelge 4.37'deki veriler, D-degerinde 10 kat azalma elde etmek
icin her bir inkiibasyon siiresine karsilik gelen sicaklik degeri kadar bir artisin olmasi
gerektigini ortaya koymaktadir. Ornegin; 0.5 saat inkiibasyon siiresi uygulandiginda D-
degerinde 10 kat azalma elde etmek i¢in artirilmasi gereken sicaklik 20.75°C'dir
(Cizelge 4.37). Yapilan bir ¢alismada, Penicillium oxalicum BGPUP-4 iniilinazinin Z-
degeri 16.20°C olarak hesaplanmis olup bu sicaklik degerinin bu ¢aligmadan elde edilen
degerler ile olduk¢a uyumlu oldugu anlagilmistir (Singh vd. 2018).

Entalpi, kimyasal reaksiyonlarda reaksiyona giren maddeler ile reaksiyon
triinlerinin molekiillerinde bulunan bag cesitlerine ve sayilarina gore degisen bag
enerjisidir. Entalpideki degisim, sistemin 1s1 i¢erigindeki degisimdir. Isinin agi8a ¢iktigi
ekzotermik reaksiyonlarda, reaksiyona giren maddelerde bag enerjisi daha yiiksek,
reaksiyon iirlinlerinde ise daha diigiikk degerler gosterir. Salinan bag enerjisi 1siya
dontigmistiir. Dolayisiyla entalpideki degisim negatiftir (-4H). Tam tersine, reaksiyon
riinleri reaksiyona giren maddelerden daha yiiksek bag enerjisine sahip olmugsa
reaksiyonda 1s1 absorbe edilmistir. Endotermik reaksiyonda entalpideki degisim pozitif
yondedir (+4H) (Tunail 2009). lase enziminin enzimatik reaksiyonunun AH degerleri
tizerine sicaklik ve inkiibasyon siiresinin etkisi de incelenmis olup sonuglar Cizelge
4.38'de verilmistir. 4H degerleri, Eia, R ve T'nin bir fonksiyonu olarak hesaplanmistir
(AH = Eia - RxT). Elde edilen sonuglar, sicakligin artmasi ile birlikte entalpinin
istatistiksel olarak 6nemli olmayacak olgiide azaldigimi gostermistir (P>0.05). Nitekim
literatiirdeki sonuglar da bu yonde olmustur. Ancak, bu ¢alismada termal inaktivasyon
ile ilgili verilerden 4H degerleri hesaplandig1 i¢in (yani Eia degerleri kullanildigi igin)
ve literatiirde genel olarak aktivasyon ile ilgili verilerden 4H degerleri hesaplandigi i¢in
(yani Ea degerleri kullanildigi igin), literatiirdeki mevcut sonuglardan yiiksek
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hesaplanmustir. Ciinkii Ea'nin Eja'dan her daim diisiik oldugu Bolim 4.12'de ayrintili
olarak belirtilmistir. Ornegin, Singh vd. (2018), iniilinazin AH degerlerinin Ea ile
hesaplamis olup sicakligin artmas1 ile AH degerlerinin azaldigini bildirmistir.
Calismalarindan elde edilen verilere gore, sicaklik 50-80°C arasinda degistiginde AH
degerleri de 34.96-34.71 kJ/mol arasinda degismistir. Bir baska ¢alismada ise modifiye
edilmemis ve modifiye edilmis iniilinaz enzimlerinin 60°C'deki AH degerlerinin
hesaplanmasinda da yine Ea degerleri kullanilmis olup 4H degerleri sirasiyla 21.42
kJ/mol ve 37.11 kJ/mol olarak hesaplanmistir. Diger yandan, maksimum AH degerleri
inkiibasyon siiresi 2 saat oldugunda hesaplanirken, minimum AH degerleri de
inkiibasyon siiresi 3 saat oldugunda hesaplanmistir (Torabizadeh vd. 2011). Bir diger
calismada ise K. lactis iniilinazinin 50, 60 ve 70°C sicakliklardaki AH degerleri Eia
(236.9 kJ/mol) ile hesaplanmis olup bu degerler sirastyla 234.21 kJ/mol, 234.13 kJ/mol
ve 234.05 kJ/mol olarak belirlenmistir (Zhao vd. 2016). Gortldigi tizere 4AH degerleri
Eia ile yiiksek hesaplanmaktadir. Ancak inkiibasyon siiresinin 4H degerlerini dogrusal
yonde etkilediginden bahsedilemez. Ciinkii inkiibasyon siiresinin artmasi ile birlikte AH
degerleri bazen artmakta bazen de azalmaktadir. Bu durum, tamamen her inkiibasyon
siiresi i¢in Eja degerinin farkli olmasindan kaynaklanmaktadir (Cizelge 4.35).

Termodinamik biliminin kurucusu olan Josiah Willard Gibs, is yapma
potansiyeline sahip enerjiyi serbest enerji olarak tanimlamis, sistemdeki toplam enerji
degisiminin ifadesi olan serbest enerji degisimini (4G), termodinamigin yasalar ile
baglantili olarak Esitlik 3.12 ile gostermistir. Serbest enerji degisimini etkileyen 4H ve
A4S olmak iizere iki onemli parametre vardir. 4H’deki degisim, serbest enerjideki
degisimle hemen hemen aynidir. AH’deki degisim AH<O0 olursa 1s1 enerjisi salinir ve bu
sonug serbest enerji degisimi negatife yonlendirir. 4G negatif olur ve tepkime ileri
yonliidiir. Tam tersine, 4H>0 olursa 4G pozitife yonlenir ve tepkime geriye dogrudur.
AG = 0 oldugunda ise tepkime dengede demektir. 4S'ye gelince, reaksiyonda 4S'nin
artmas1 4S'deki degisimin pozitif olduguna ve olayin rastgele devam ettigini gosterir.
AS'deki artis serbest enerji degisimini negatife yonlendirir. Sistemin 4S'inde azalma,
serbest enerji degisimini pozitife yonlendirme egilimindedir (Tunail 2009). lase
enziminin termostabilitesi ile ilgili gerceklestirilen analizlerin sonucunda elde edilen
verilerden yola c¢ikarak enzimatik reaksiyonun farkli sicaklik ve inkiibasyon
surelerindeki 4G degerleri hesaplanmistir (Cizelge 4.39). Bazi sicaklik-inkiibasyon
sliresi kombinasyonlarindaki kg degerleri negatif hesaplandigi igin (¢iinkii Esitlik
3.4'teki Ao degeri A degerinden diisiik hesaplanmistir) AG degerleri hesaplanmamustir.
Elde edilen sonuglar, inkiibasyon siiresinin artmasi ile birlikte 4G degerlerinin genel
olarak arttigin1 gostermistir. Ornegin 80°C'deki sonuglarda inkiibasyon siiresi 0.5 saatten
6 saate arttiginda 4G degerleri de 103.51 kJ/mol'den 110.76 kJ/mol'e artmistir (Cizelge
4.39). Bununla beraber, inkiibasyon siiresi sabit oldugunda sicakligin artmasi ile birlikte
AG degerleri dogrusal olarak artis gostermemistir. Ornegin 6 saatlik inkiibasyon
stiresinde sicakligin 30°C'den 80°C'ye artmasi halinde 4G degerleri 50°C sicakliga kadar
artmig, sonra 70°C sicakliga kadar azalmis, sonra tekrar artmistir (Cizelge 4.39).
Dolayisiyla, bu durumda sicakligin anlamli olacak sekilde AG degerleri iizerine etkili
olmadigr anlagilmistir. Yapilan bir ¢alismada da benzer sonuglar elde edilmistir. Soyle
ki, sicaklik 50°C'den 80°C'ye artirildiginda AG degerleri bazen artmis bazen de
azalmistir. Oyle ki maksimum 4G degeri (113.82 kJ/mol) sicaklik 55°C oldugunda elde
edilirken minimum AG degeri (104.14 kJ/mol) de sicaklik 80°C oldugunda
hesaplanmistir (Singh vd. 2018). Diger yandan, modifiye edilmis/edilmemis iniilinazin
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60°C'deki 4G degerleri de sirasiyla 46.62 kJ/mol ve 46.06 kJ/mol olarak tespit edilmistir
(Torabizadeh vd. 2011). Baska bir c¢alismada ise sicaklik 50°C'den 70°C' arttiginda 4G
degeri de artmis olup bu deger 249.6 kJ/mol'den 284.7 kJ/mol'e artmistir (Zhao vd.
2016).

Termodinamigin 2. temel yasasi entropi ile ilgilidir. Bu yasa, Einstein'a gore
yercekimi yasasindan ve kendi buldugu gorelilik yasasindan bile 6nde gelmektedir.
Entropi, sistemdeki diizensizliginin ve rastgeleligin bir 6l¢iisii olarak kabul edilebilir.
Bu yasa, madde ve enerjinin bir yone dogru degisebilecegini, yoniin ise siirekli
diizenden diizensizlige oldugunu belirtir. Sistemdeki diizensizligin artmasi ile birlikte
sistemin entropisi artar. Sistemin diizensizliginin artmasi yani diizenliligin azalmasi
durumunda A4S degeri pozitiftir. Tam aksine, sistemdeki diizensizligin azalmasi yani
diizenliligin artmasi durumunda ise A4S degeri negatiftir (Tunail 2009). lase enziminin
termostabilitesi ile ilgili gergeklestirilen analizlerin sonucunda elde edilen verilerden
yola ¢ikarak enzimatik reaksiyonun farkli sicaklik ve inkiibasyon siirelerindeki A4S
degerleri Cizelge 4.40'ta verilmistir. Sonuglar incelendiginde, sicakligin artmasi ile
birlikte A4S degerlerinde azalma tespit edilmistir. Ornegin, inkiibasyon siiresi 0.5 saat
oldugunda ve sicaklik degeri 30°C'den 80°C'ye artirildiginda, A4S degerleri 661.73
J/molK'den 575.09 J/molK'e azalmistir. Benzer durum, diger inkiibasyon siireleri i¢in de
gecerli olmustur. Bununla beraber, sicaklik sabit oldugunda ve inkiibasyon siiresi
arttiginda, A4S degerlerinin diizenli bir sekilde azaldigi veya arttigindan bahsedilemez.
Ancak, 6rnegin sicaklik 60°C'de sabit tutuldugunda ve inkiibasyon stiresi dogrudan 0.5
saatten 6 saate artirilsaydi, A4S degerinin azaldigindan bahsedilebilirdi. Benzer durumlar,
diger sicaklik degerleri igcinde gecerli olmustur. A4S degerleri incelendiginde, verilerin
tamaminin pozitif oldugu goriilmektedir. Bu durum, yukarida da belirtildigi gibi
sistemdeki diizensizligin artmasi yani diizenliligin azalmasi anlamina gelmektedir.
Dolayistyla, enzimlerin protein yapisinin denatiire oldugunun bir gostergesidir. Eger A4S
degerleri negatif olsaydi, bu durum enzimlerin anlamli bir sekilde bir araya toplandiginm
gosterebilirdi (Pal ve Khanum 2011). Yani enzimatik aktivitenin arttigi ve enzimin
protein yapisinin bozulmadigi anlasilirdi. Dolayisiyla, Cizelge 4.40'tan elde edilen
verilere dayal1 olarak, sicakligin ve inkiibasyon siiresinin artmasi ile birlikte enzimatik
aktivitede kaybin oldugu (Sekil 4.55) ve bdylece enzimin protein yapisinin bozularak
bir araya toplanmanin zorlastigi sOylenebilir. Ayrica bu durumun Cizelge 4.35'teki
yiiksek Eia degerlerinden de kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Yapilan bir ¢aligmada
inlilinazin  50-80°C sicaklik araliginda termal inaktivasyonuna yonelik hesaplanan
termodinamik parametrelerden birisi olan A4S degeri, sicakligin artmasi ile birlikte -
240.97 J/molK ile -196.59 J/molK arasinda degismistir. Ayrica sicakligin artmasi ile
birlikte A4S degeri de artmistir (Singh vd. 2018). Bir diger calismada ise modifiye
edilmemis/edilmis iniilinaz enzimlerinin 60°C'de A4S degerler karsilastirilmis ve
modifiye edilmis iniilinazin daha yiiksek bir A4S degerine (-0.182 kJ/molK) sahip oldugu
tespit edilmistir (modifiye edilmemis iniilinazin A4S degeri = -0.227 kJ/molK). Sonug
olarak, 4S degerinin hesaplanmasinda Eia degeri kullanildigi i¢in pozitif 4S degeri elde
edilmis olup sonuglar literatiirdeki mevcut verilerden oldukga farkli ¢gikmistir.

4.14. Enzimin SDS-PAGE ile Molekiiler Agirhginin Belirlenmesi

Mikrobiyal yolla melastan iiretilen lase enzimi fraksiyonunun molekiil agirligini
belirlemek i¢in SDS-PAGE yontemi kullanilmis olup alinan goriintii Sekil 4.56'da
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gosterilmistir. SDS-PAGE analiz sonucu incelendiginde Aspergillus niger A42 (ATCC
204447) ile tretilen lase enzimi fraksiyonunun molekiiler agirligmin 60-70 kDa
arasinda oldugu tespit edilmistir. Diger yandan, lase enzimi fraksiyonunun oldugu
bantta 10 kDa ve 15 kDa civarinda molekiil agirligina sahip olan molekiillerin oldugu
goriilmektedir. Ancak literatiirde, fungus kaynakli lase enzimlerinin molekiiler
agirliginin 50 kDa'dan fazla oldugu bildirilmistir (Chi vd. 2009). Dolayisiyla, bu
caligmada belirlenen molekiil agirligimin fungus kaynakli lase enzimlerinin molekiil
agirliklari ile uyumlu oldugunu gostermistir. Penicillium oxalicum BGPUP-4 iniilinazi
izoformlarinin (Ekzo-I ve Ekzo-II) molekiiler agirliklar1t MALDI-TOF kullanilarak
sirastyla 64.85 kDa ve 32.54 kDa olarak belirlenmistir (Singh ve ark., 2018). A. ficuum
ekzo-iniilinaz1 (Ekzo-1, Ekzo-Il ve Ekzo-Il) ve endo-iniilinazinin (Endo-1 ve Endo-I11)
molekiiler agirliklar1 SDS-PAGE ile sirasiyla 70 kDa, 40 kDa, 46 kDa, 34 kDa ve 31
kDa olarak tespit edilmistir (Chen ve ark., 2009).

K S0kDaR S0kDaP  30kDaR  30kDaP 10LDaP 10LDaP M kDa
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Sekil 4.56. SDS-PAGE analiz sonucu. K: Kontrol ve M: Marker
4.15. Optimum Kosullardaki Fermentasyonlarin Matematiksel Modellenmesi

Bu ¢alismada, Aspergillus niger A42 ile lase iiretimi i¢in besiyeri kompozisyonu
PBD ve MKD ile optimize edilmistir. PBD ile optimum besiyeri kompozisyonu %1
maya ekstrakti ve %1 pepton olarak belirlenmistir. Bu ¢alismanin sonrasinda
besiyerinde kullanilan maya ekstrakti ve pepton konsantrasyonu, MKD ile optimize
edilmis olup belirlenen optimum besiyeri kompozisyonunda %4.2 maya ekstrakti
bulunmaktadir. PBD ve MKD ile optimize edilen besiyeri kompozisyonlarinda
gerceklestirilen calkalamali flask fermentasyonlarin deneysel verileri matematiksel
modeller kullanilarak modellenmistir. Bu amacla, PBD ile gerceklestirilen
fermentasyonun seker tiiketimi, lase aktivitesi, Sase aktivitesi ve S/I oraninin deneysel
verilerini tahmin etmek igin Cizelge 3.5’teki matematiksel modeller kullanilmustir.
MKD ile gerceklestirilen fermentasyonun da seker tiiketimi, lase aktivitesi, Sase
aktivitesi, Slase aktivitesi, SSase aktivitesi, S/I orani, Slase/SSase orani ve protein
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miktarinin deneysel verileri, Cizelge 3.5’teki matematiksel modeller kullanilarak tahmin
edilmistir. PBD ve MKD ile optimize edilen besiyeri kompozisyonlarinda
gerceklestirilen iki tekerriirlii fermentasyonlarin ortalama degerleri, matematiksel
modellere uydurmak igin kullanilmis olup modellemelerde Microsoft Office Excel 2013
programi kullanilmistir. PBD ve MKD ile optimize edilen besiyeri kompozisyonlarinda
gerceklestirilen fermentasyonlarin matematiksel modellemesi sirasiyla gergeklestirilmis
olup sonuglar asagida tartigilmistir.

4.15.1. PBD ile optimize edilen besiyerindeki fermentasyon
4.15.1.1. Seker tiiketiminin matematiksel modellenmesi

PBD ile optimize edilen besiyeri kompozisyonunda gergeklestirilen
fermentasyonun seker tiiketimine ait deneysel verilerin (Cizelge 4.41) matematiksel

modellemesinde kullanilan model parametreleri Cizelge 4.41'de verilmistir.

Cizelge 4.41. Deneysel seker tiikketim verilerinin matematiksel modellemesinde
kullanilan model parametreleri ve deneysel seker tiikketim verileri

Parametre S (g/L) t(giin) t(sa) S(g/L) S/10 (g/L)
Ao (/L) 1.63 0 0 29.38 2.94
Ao/10 (g/L) 0.163 1 24 27.96 2.80
Am (g/L) 29.38 2 48 20.74 2.07
An/10 (g/L) 2.94 3 72 14.51 1.45
Q (g/L/sa) 0.28 4 96 9.45 0.95
Q/10 (g/L/giin) 0.67 5 120 4.84 0.48
A (sa) 18.929 6 144 2.98 0.30
A (giin) 0.789 7 168 2.60 0.26
V1 0.01 8 192 2.35 0.23
V2 9.15 9 216 1.83 0.18
ho 5.304 12 288 2.06 0.21
ho/10 0.530 13 312 2.52 0.25
B 4.22 15 360 1.63 0.16
K1 0.012

ko 0.014

01 3

02 3.08

d 2.58

To 73.502

ks 0.03

V3 4.82

ks 0.015

V4 3.045

S: Deneysel kalint1 seker miktart

PBD ile optimize edilen besiyeri kompozisyonunda gergeklestirilen
fermentasyonun deneysel seker tiiketim verileri, modellerden hesaplanan veriler ile
karsilastiritlmis olup (Cizelge 4.42) hem deneysel hem de hesaplanan veriler grafikte
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gosterilmistir (EK-3). Model tahminlerinden elde edilen sonuglara gére, Weibull, MMF,
Asimetrik, Fitzhugh ve Cone modelleri ile tahmin edilen Sekermax, fermentasyonun
baslangicindaki deneysel Sekermax degerine (29.38 g/L) esit olarak hesaplanmistir.
Bununla beraber, MGM, MLM, MRM, Stannard, Baranyi ve Huang modelleri ile
tahmin edilen Sekermax, deneysel Sekermax degerinden nispeten diisiik olmustur. Benzer
sekilde, deneysel fermentasyonun sonundaki Sekermin (1.63 g/L), Stannard, Weibull ve
Fitzhugh modelleri ile esit olarak tahmin edilirken MGM, MLM, MRM, Asimetrik,
Baranyi ve Huang modellerinin kullanimi ile tahmin edilen Sekermin, deneysel Sekermin
degerinden daha diisiik hesaplanmistir. Bununla beraber, MMF ve Cone modelleri ile
deneysel Sekermin degeri nispeten yiiksek tahmin edilmistir. Diger yandan, deneysel
fermentasyonun 1. giiniindeki kalint1 seker konsantrasyonu (27.96 g/L), MGM, MLM,
MRM, Asimetrik, Baranyi ve Huang modelleri ile nispeten diisiik tahmin edilirken
modellerin geri kalan1 (Weibull, MMF, Fitzhugh ve Cone) ile deneysel kalint1 seker
konsantrasyonu nispeten yiiksek tahmin edilmistir. Deneysel fermentasyonun 2.
giiniindeki kalint1 seker konsantrasyonu (20.74 g/L), yalnizca Baranyi ve Huang
modellerinin kullanimi ile nispeten diisiik tahmin edilmistir. MLM, Stannard, Baranyi,
Fitzhugh ve Cone modelleri, fermentasyonun 3. giiniindeki deneysel kalinti seker
konsantrasyonunu (14.51 g/L) nispeten diisiik hesaplarken modellerin geri kalani
(MGM, MRM, Weibull, MMF, Asimetrik ve Huang) yiiksek tahmin etmistir. Ote
yandan, MMF, Asimetrik, Baranyi ve Huang modellerinin digindaki modeller,
fermentasyonun 4. giiniindeki deneysel kalinti seker konsantrasyonunu (9.45 g/L)
nispeten diisiik hesaplamistir. Deneysel fermentasyonun 5. giiniindeki kalint1 seker
konsantrasyonunu (4.84 g/L) yalmizca MLM ve Weibull modelleri diisiik tahmin
etmistir. Ilaveten, MGM, MLM, MRM ve Weibull modellerinin fermentasyonun 6.
giintindeki kalint1 seker konsantrasyonunu (2.98 g/L) diisiik tahmin ettigi belirlenmistir.
Diger yandan, bu ¢aligmada kullanilan matematiksel modeller arasindan yalnizca MMF,
Asimetrik ve Cone modelleri, deneysel fermentasyonun 7. giiniindeki kalint1 seker
konsantrasyonunu (2.60 g/L) yiiksek tahmin etmistir. Ek olarak, MMF ve Cone
modelleri ise fermentasyonun 8. giiniindeki kalint1 seker konsantrasyonunu (2.35 g/L)
yiksek tahmin etmigtir. Ayrica, Stannard, MMF ve Cone modelleri deneysel
fermentasyonun 9. giiniindeki kalinti seker konsantrasyonunu (1.83 g/L) nispeten
yiiksek hesaplarken Fitzhugh modeli ise esit olarak tahmin etmistir. Modellerin geri
kalamn (MGM, MLM, MRM, Weibull, Asimetrik, Baranyi ve Huang) da diisiik
hesaplamigtir. Deneysel fermentasyonun 12. ve 13. giinlerindeki kalinti seker
konsantrasyonlari (sirastyla 2.06 g/L ve 2.52 g/L) ise calismada kullanilan tiim modeller
tarafindan diisiik tahmin edilmistir (Cizelge 4.42).

Cizelge 4.41'de verilen model parametrelerinin kullanimi ile PBD ile optimize
edilen besiyeri kompozisyonundaki kalinti seker konsantrasyonu, deneysel verilere
bagli olarak sigmoidal gelisim fonksiyonlar1 (Cizelge 3.5) ile tanimlanmistir. Elde
edilen model validasyon sonuglar1 Cizelge 4.43'te 6zetlenmistir. Cizelge 4.43'ten elde
edilen sonuglara gore, en diisiik RMSE (0.52 g/L), MAE (0.41 g/L) ve MSD (0.29 g/L)
degerleri sirasiyla Stannard, Fitzhugh ve hem Stannard hem de Fitzhugh modelleri ile
elde edilmistir. Maksimum R? degeri ve 1’e en yakin veya esit m degeri ise sirasiyla
Stannard ve Cone modelleri kullanilarak hesaplanmistir.
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Cizelge 4.42. PBD ile deneysel seker tiiketim verilerinin modellerden hesaplanan seker tiikketim verileri ile karsilastirilmasi

Matematiksel modeller (g/L)

t(giin)  Deneysel (/L) MGM MLM MRM Stannard Weibull MMF Asimetrik Baranyi Huang Fitzhugh Cone

0 29.38 29.03 27.56 29.02 29.06 29.38  29.38 29.38 27.75 27.75 29.38  29.38
1 27.96 26.67 25.23 26.65 26.90 28.72  28.44 27.83 23.62 25.93 28.26  28.19
2 20.74 21.20 20.83 21.20 21.34 2455  23.07 22.04 18.92 20.41 2184  21.92
3 1451 1459 1450 14.59 14.37 16.19  15.33 15.08 14.13 14.86 1401  13.89
4 9.45 9.06 825 9.04 8.82 7.65 9.59 9.82 9.77 10.10 8.37 8.51
5 4.84 527 397 525 5.38 3.03 6.30 6.47 6.23 6.37 5.10 5.60
6 2.98 296 173 294 3.50 1.79 4.50 4.40 3.69 3.75 3.36 4.06
7 2.60 163 072 161 2.55 1.64 3.49 3.11 2.06 2.09 2.49 3.20
8 2.35 088 029 0.87 2.07 1.63 2.89 2.28 1.11 1.12 2.05 2.70
9 1.83 048 012 047 1.84 1.63 2.52 1.71 0.58 0.59 1.83 2.38
12 2.06 0.07 0.01 0.07 1.65 1.63 2.00 0.84 0.08 0.08 1.65 1.95
13 2.52 0.04 000 0.04 1.65 1.63 1.92 0.69 0.04 0.04 1.64 1.88
15 1.63 0.01 0.00 0.01 1.63 1.63 1.82 0.48 0.01 0.01 1.63 1.79

Ortalama 9.45 861 794 8.60 9.29 9.32 10.10 9.55 8.31 8.70 9.35 9.65
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Diger yandan, maksimum RMSE (1.83 g/L) Baranyi modeli ile belirlenirken
maksimum MAE (1.52 g/L) ve MSD (1.08 g/L) ise MLM ile hesaplanmistir. Benzer
sekilde minimum R? degeri ve 1°e en uzak m degeri Baranyi model ile elde edilmistir.
Bunun anlami, Baranyi modelinin kalint1 seker konsantrasyonunun deneysel verilerini
tanimlamada basarisiz oldugudur. Diger yandan, modellerin basarili olup olmadiginin
tespitinde AIC degeri de 6nemli bir 0l¢iit olarak kabul edilmis olup en diisik AIC
degerine sahip olan modelin deneysel verileri tanimlamada en iyi model oldugu 6ne
siriilmektedir. Deneysel fermentasyondaki seker tiiketiminin  matematiksel
modellemesinde en diisiik AIC degerine sahip olan modelin Fitzhugh model oldugu
tespit edilmistir (AIC=2.08).

Cizelge 4.43. PBD ile optimize edilen besiyerindeki seker tiiketimi i¢in matematiksel
modellerin validasyonu

Model Seker tiiketimi (g/L)

RMSE MAE MSD R? m AlC BF AF
MGM 1.24 0.99 0.70 0.9933 1.04 18.03 322 3.27
MLM 1.72 1.52 1.08 09934 101 2652 833 8.33
MRM 1.24 1.00 0.71 09934 104 2318 325 331
Stannard 0.52 0.42 0.29 09976 099 710 105 1.10
Weibull 1.48 1.10 0.78 09871 108 2763 121 1.27
MMF 0.99 0.75 0.53 09945 101 1728 089 1.18
Asimetrik 1.01 0.79 0.56 0.9906 1.02 1273 121 142
Baranyi 1.83 151 1.07 0.9811 094 3322 301 325
Huang 142 1.26 0.89 0.9850 099 26.70 293 321
Fitzhugh 0.55 0.41 0.29 0.9974 1.02 2.08 1.06 1.10
Cone 0.66 0.56 0.39 0.9959 1.00 6.77 095 1.14

Ilaveten, Cizelge 4.43'te BF ve AF degerleri gdsterilmistir. 1°den daha biiyiik bir
BF degeri, elde edilen model tahminlerinin daha diisiik bir giiven seviyesine neden
oldugunu gosterir. Buna gére, MGM, MLM, MRM, Baranyi ve Huang modellerinin BF
degerleri 1’den daha biiylik elde edilmis olup en yiiksek BF degeri MLM ile
hesaplanmistir (Cizelge 4.43). Bu sonug, MGM, MLM, MRM, Baranyi ve Huang
modelleri ile tahmin edilen degerlerin deneysel verilerden daha diisiik oldugunu ve
ayrica bu modellerin tahminlerinin daha diisiik bir giiven seviyesinde oldugunu gosterir.
1’den daha diisiik bir BF degeri, modelin genel olarak basarisiz oldugunu gosterir. Buna
gore, MMF ve Cone modellerinin BF degeri 1’in altinda hesaplanmis olup bu
modellerin deneysel verileri tahmin etmede basarisiz oldugu tespit edilmistir. Ote
yandan 1’e en yakin BF degerleri Stannard ve Fitzhugh modelleri ile sirasiyla 1.05 ve
1.06 olarak hesaplanmistir. Boylece, Stannard ve Fitzhugh modellerinin ¢ok az bir
yapisal sapma gosterdigi ve nispeten deneysel verileri ¢ok az farkla yiiksek tahmin ettigi
anlagilmaktadir.

Diger yandan, Cizelge 4.43'te AF degerleri de gosterilmistir. Elde edilen
sonuglar, AF degerlerinin ortalama olarak tahminin gézlemlerden MGM i¢in %227,
MLM i¢in %733, MRM igin %231, Stannard i¢in %10, Weibull i¢in %27, MMF igin
%18, Asimetrik i¢in %42, Baranyi i¢in %225, Huang i¢in %221, Fitzhugh i¢in %10 ve
Cone i¢in %14 oraninda farkli oldugunu gostermektedir. Bu sonuca gore en diisiik
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farklilik Stannard ve Fitzhugh modeli ile %10 diizeyinde elde edilirken en yiiksek
farklilik ise %733 ile MLM’de g6zlemlenmistir (Cizelge 4.43). Sonug olarak Stannard
ve Fitzhugh modellerini kullanmanin seker tiiketimini agik¢a temsil ettigini diisiik
RMSE, MAE, MSD ve AIC degerleri, yiiksek R%degerleri, 1’e yakin m degerleri, 1’e
yakin BF degerleri ve %10 olan AF degerleri gostermistir. Boylece, Stannard ve
Fitzhugh modelleri, seker tiiketiminin deneysel verilerini bu ¢alismada kullanilan diger
matematiksel modellerden daha iyi tahmin etmistir. Ayrica, Stannard ve Fitzhugh
modellerinin kullanilmasiyla tahmin edilen degerler, seker tiiketiminin deneysel verileri
ile ¢ok iyi bir uyum saglamistir.

4.15.1.2. lase iiretiminin matematiksel modellenmesi
PBD ile optimize edilen besiyeri kompozisyonunda gergeklestirilen
fermentasyonda lase iretimine ait deneysel verilerin (Cizelge 4.44) matematiksel

modellemesinde kullanilan model parametreleri Cizelge 4.44'te gosterilmistir.

Cizelge 4.44. Deneysel lase aktivite degerlerinin matematiksel modellemesinde
kullanilan model parametreleri ve deneysel lase aktivite verileri

Parametre lase (U/mL) t(giin) t(sa) lase(U/mL) lase/10 (U/mL)
Ao (U/mL) 0.00 0 0 0 0
Ao/10 (U/mL) 0.00 1 24 5.19 0.52
Am (U/mL) 1011.02 2 48 24.27 2.43
An/10 (U/mL) 101.10 3 72 83.33 8.33
Q (U/mL/sa) 4.01 4 96 178.7 17.87
Q/10 (U/mL/giin) 9.63 5 120 275.9 27.59
A (sa) 51.307 6 144 346.6 34.66
/. (giin) 2.138 7 168 462 46.2
V1 0.01 8 192 518.5 51.85
V2 303 9 216 624.3 62.43
ho 205.87 12 288 874.8 87.48
ho/10 20.59 13 312 1011 101.1
B 1133 15 360 929.7 92.97
ke 0.0049

ke 0.0056

01 3

02 3.09

d 2.9

To 184.38

ks 0.0126

V3 6.02

kg 0.0056

V4 2.82

PBD ile optimize edilen besiyeri kompozisyonunda gerceklestirilen
fermentasyonun deneysel lase iiretim verileri, modellerden hesaplanan veriler ile
karsilagtirilmis olup (Cizelge 4.40) hem deneysel hem de hesaplanan veriler grafikte
gosterilmistir (EK-4). Model tahminlerinden elde edilen sonuglara gore, MGM, MLM,
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MRM ve Stannard modelleri disinda geri kalan modeller ile tahmin edilen minimum
lase aktivite degerleri fermentasyonun baslangicindaki deneysel lase aktivite degerine
(0.00 U/mL) esit olarak hesaplanmistir. MGM, MLM, MRM ve Stannard modellerinin
ise deneysel minimum lase aktivite degerinden nispeten yiiksek sonuglar tahmin ettigi
saptanmistir. Bununla beraber, calismada kullanilan biitlin matematiksel modeller ile
tahmin edilen maksimum lase aktivite degerleri, deneysel maksimum lase aktivite
degerinden (1011.02 U/mL) nispeten diisilk hesaplanmis olup Weibull, Baranyi ve
Huang modelleri ile deneysel maksimum lase aktivite degerine (1011.02 U/mL)
olduk¢a yaklasilmistir. Bununla birlikte, deneysel fermentasyonun 1. giiniindeki lase
aktivite degeri (5. 19 U/mL), MGM, MLM, MRM ve Stannard modelleri ile yiiksek
tahmin edilirken Weibull, MMF, Asimetrik, Baranyi, Huang, Fitzhugh ve Cone
modelleri ile nispeten diisiik tahmin edilmistir. Deneysel fermentasyonun 2. giiniindeki
lase aktivitesi (24.27 U/mL), MGM, MLM, MRM ve Cone modellerinin kullanimi ile
nispeten yliksek hesaplanmis olup modellerin geri kalam ile diisiik tahmin edilmistir.
Stannard, Weibull, MMF, Asimetrik, Baranyi, Fitzhugh ve Cone modelleri,
fermentasyonun 3. giiniindeki deneysel lase aktivitesini (83.33 U/mL) nispeten diisiik
tahmin ederken modellerin geri kalann (MGM, MLM, MRM ve Huang) yiiksek
hesaplamigtir. Diger yandan, MGM, MLM, MRM, Baranyi ve Huang modelleri,
fermentasyonun 4. giiniindeki deneysel lase aktivitesini (178.74 U/mL) nispeten yiiksek
tahmin etmistir. Deneysel fermentasyonun 5. giiniindeki lase aktivitesi (275.93 U/mL)
yalnizca MGM, MLM ve MRM modelleri tarafindan yiiksek hesaplanmis olup geri
kalan modeller ile diisiik tahmin edilmistir. Ayrica, Weibull, MMF, Asimetrik ve
Fitzhugh modellerinin fermentasyonun 6. giliniindeki lase aktivitesini (346.61 U/mL)
diisiikk hesaplamistir. Diger yandan, bu ¢alismada kullanilan matematiksel modeller
arasindan yalnizca Weibull, MMF ve Asimetrik modelleri, deneysel fermentasyonun 7.
giiniindeki lase aktivitesini (462.02 U/mL) diisiik tahmin etmistir. Ote yandan,
calismada kullanilan modellerin tamami fermentasyonun 8. ve 9. giinlerindeki lase
aktivitelerini (sirastyla 518.47 U/mL ve 624.29 U/mL) yiiksek hesaplamistir. Ek olarak,
deneysel fermentasyonun 12. giiniindeki lase aktivitesini (874.78 U/mL) Weibull,
Baranyi ve Huang modelleri nispeten yiiksek tahmin ederken modellerin geri kalan1 da
diistik hesaplamistir. Deneysel fermentasyonun 15. giiniindeki lase aktivitesi ise (929.74
U/mL) c¢alismada kullamilan MGM, MRM, MMF, Asimetrik ve Cone modelleri
tarafindan diisik hesaplanmistir. Fermentasyonun 4. giinli ve sonrasindaki Baranyi ve
Huang modelleri ile tahmin edilen lase aktivite degerleri birbirine esit olmus olup
aralarindaki fark yalnizca adaptasyon ve gegis fazlarinda goriilmektedir (Cizelge 4.45).

Cizelge 4.44'te verilen model parametrelerinin kullanimi ile PBD ile optimize
edilen besiyeri kompozisyonunda gergeklestirilen fermentasyonun lase aktivitesi,
deneysel verilere bagli olarak sigmoidal gelisim fonksiyonlar1 (Cizelge 3.5) ile
tanimlanmistir. Elde edilen model validasyon sonuglar1 Cizelge 4.46'da verilmistir.
Cizelge 4.46'dan tespit edilen sonuglara gore, en diisik RMSE (35.69 U/mL), MAE
(22.33 U/mL) ve MSD (15.79 U/mL) degerleri Huang modeli ile elde edilmistir.
Maksimum R? degeri (0.9967) Huang modelin kullanimi ile tespit edilirken ve 1’ en
yakin veya esit m degeri ise sirasiyla Stannard ve Fitzhugh modelleri kullanilarak
hesaplanmustir.
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Cizelge 4.45. PBD ile deneysel lase iiretim verilerinin modellerden hesaplanan lase iiretim verileri ile karsilastirilmasi

Matematiksel modeller (U/mL)

t (giin) Deneysel (U/mL)

MGM MLM MRM Stannard Weibull MMF Asimetrik Baranyi Huang Fitzhugh Cone

0 0.00 894 57.17 9.0 0.82 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1 5.19 26.29 8154 26.94 5.60 1.64 2.04 2.73 0.00 0.25 0.31 3.51
2 24.27 60.44 11505 61.11  22.83 13.07 17.15 20.00 2.35 10.95 8.69 24.28
3 83.33 11492 159.97 11542 63.78 43.44 5759 62.08 83.03  83.78 45,01  72.45
4 178.74 188.71 218.15 188.98 135.00 99.94 12952 132.38 179.33 179.34  119.82 149.65
5 275.93 276.74 290.27 276.83 233.26  185.99 228.98 225.93 275.63 275.63 225.74 248.55
6 346.61 371.89 37496 371.93 347.49 299.49 34339 331.71 37193 37193 346.55 356.68
7 462.02 467.18 468.30 467.28 464.58  432.27 457.99 437.73  468.23 468.23  466.99 462.12
8 518.47 557.14 564.26 557.37 574.01 571.36 561.90 53516  564.53 564.53 576.88 557.01
9 624.29 638.25 656.12 638.65 669.59  702.10 649.99 619.53 660.83 660.83 671.27 637.98
12 874.78 818.24 862.30 818.94 862,51  950.18 823.08 793.35  949.71 949.70 859.83 802.53
13 1011.02 858.69 904.45 859.41 900.63  982.65 858.03 830.39 1010.70 1010.70 897.34 837.43
15 929.74 917.28 958.32 917.94 950.97 1006.84 907.08 884.03 1011.00 1011.00 947.53 888.06
Ortalama 410.34 408.05 439.30 408.48 402.39 406.84 387.44 375.00  429.02 429.76 397.38 387.71
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Diger yandan, maksimum RMSE (60.50 U/mL) Asimetrik model ile
belirlenirken maksimum MAE (47.28 U/mL) ve MSD (33.43 U/mL) ise MLM ile
belirlenmistir. Benzer sekilde minimum R? degeri (0.9830) Cone modelin kullanimu ile
belirlenirken ve 1’e en uzak m degeri (0.89) ise MLM ile tespit edilmistir. Diger
yandan, modellerin basarili olup olmadiginin tespitinde AIC degeri de 6nemli bir 6lgiit
olarak kabul edilmis olup en diisiikk AIC degerine sahip olan modelin deneysel verileri
tanimlamada en iyi model oldugu one siiriilmektedir. Deneysel fermentasyondaki lase
aktivitesinin matematiksel modellemesinde en diisilk AIC degerine sahip olan modelin
Huang model oldugu belirlenmistir (AIC=110.44).

Cizelge 4.46. PBD ile optimize edilen besiyerindeki lase aktivitesi i¢in matematiksel
modellerin validasyonu

Model lase aktivitesi (U/mL)

RMSE MAE MSD R? m AlIC BF AF
MGM 49.49 3177 2247 09876 090 113.89 0.80 1.29
MLM 56.33 4728 3343 09906 0.89 117.26 0.66 1.54
MRM 49.37 31.87 2254 098/6 090 118.88 0.80 1.30
Stannard 41.19 2745 1941 09865 0.99 120.67 1.05 1.10
Weibull 55.76 4706 33.28 09843 1.08 12205 129 136
MMF 51.53 3353 2371 09840 094 11999 119 1.22
Asimetrik 60.50 3790 26.80 09860 091 11911 117 118
Baranyi 36.02 2299 16.26 09966 1.06 110.68 257 2.73
Huang 35.69 2233 1579 0997 106 11044 130 1.39
Fitzhugh 45.43 32.67 23.10 09844 100 116.72 147 152
Cone 55.87 3223 2279 09836 091 12210 1.08 110

Diger yandan, BF ve AF degerleri de hesaplanmis olup sonuglar Cizelge 4.46'da
verilmistir. 1’den daha biiyilk bir BF degeri, elde edilen model tahminlerinin daha
diistik bir giiven seviyesine neden oldugunu gosterir. Buna ag¢iklamaya gore, Baranyi
modelinin BF degeri 1’den oldukga biiyiik hesaplanmistir (Cizelge 4.46). Bu sonug,
Baranyi modeli ile tahmin edilen degerlerin deneysel verilerden daha diisiik oldugunu
ve ayrica bu modelin tahminlerinin daha diisiik bir gliven seviyesinde oldugunu gosterir.
1’den daha diisiik bir BF degeri, modelin genel olarak basarisiz oldugunu gosterir. Buna
aciklamaya gore ise MGM, MLM ve MRM modellerinin BF degeri 1’in altinda tespit
edilmis olup bu modellerin deneysel verileri tahmin etmede basarisiz oldugu
belirlenmistir. Ote yandan 1°¢ en yakin BF degerleri Stannard ve Cone modelleri ile
strastyla 1.05 ve 1.08 olarak saptanmigtir. Boylece, Stannard ve Cone modellerinin ¢ok
az bir yapisal sapma gosterdigi ve nispeten deneysel verileri ¢cok az bir farkla yiiksek
tahmin ettigi anlasilmaktadir. Ilaveten, Cizelge 4.46'da AF degerleri de gosterilmistir.
Elde edilen sonuglar, AF degerlerinin ortalama olarak tahminin gozlemlerden MGM
icin %29, MLM i¢in %54, MRM i¢in %30, Stannard i¢in %10, Weibull i¢in %36, MMF
icin %22, Asimetrik i¢in %18, Baranyi i¢in %173, Huang i¢in %39, Fitzhugh i¢in %52
ve Cone i¢in %10 oraninda farkli oldugunu gostermektedir. Bu sonuca gore en diisiik
farklilik Stannard ve Cone modelleri ile %10 diizeyinde elde edilirken en yiiksek
farklilik ise %173 ile Baranyi modelinde tespit edilmistir (Cizelge 4.46). Sonug olarak
Huang modelini kullanmanin lase aktivitesini agik¢a temsil ettigini diisik RMSE,
MAE, MSD ve AIC degerleri, yiiksek R%degeri ve 1’e yakin m degeri gdstermistir.
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Ayrica, 1’e yakin BF ve AF degerleri ile de Stannard modelin lase aktivitesini temsil
ettigi de goriilmektedir. Boylece, Stannard ve Huang modelleri, lase aktivitesinin
deneysel verilerini bu ¢alismada kullanilan diger matematiksel modellerden daha 1yi
hesaplamigtir. Ayrica, Stannard ve Huang modellerinin kullanilmasiyla hesaplanan
degerler, lase aktivitesinin deneysel verileri ile ¢ok 1yi bir uyum saglamistir.

4.15.1.3. Sase iiretiminin matematiksel modellenmesi

PBD ile optimize edilen Dbesiyeri kompozisyonunda gergeklestirilen
fermentasyonda Sase iiretimine ait deneysel verilerin (Cizelge 4.47) matematiksel
modellemesinde kullanilan model parametreleri Cizelge 4.47'de sunulmustur. PBD ile
optimize edilen besiyeri kompozisyonunda gerceklestirilen fermentasyonun deneysel
Sase iiretim verileri, modellerden hesaplanan veriler ile karsilastirilmis olup (Cizelge
4.48) hem deneysel hem de hesaplanan veriler grafikte gosteilmistir (EK-5). Model
tahminlerinden elde edilen sonucglara gére, MGM, MLM ve MRM modelleri disinda
geri kalan modeller ile tahmin edilen minimum Sase aktivite degerleri fermentasyonun
baslangicindaki deneysel Sase aktivitesi (0.00 U/mL) ile esit tahmin edilmistir. Bu
modellerin arasindan MGM ile Sase aktivitesi (0.02 U/mL), fermentasyonun
baslangicindaki Sase aktivitesine oldukca yakin hesaplanmis olup MLM ve MRM ile
ise yiiksek tahmin edilmisgtir.

Cizelge 4.47. Deneysel Sase aktivite degerlerinin matematiksel modellemesinde
kullanilan model parametreleri ve deneysel Sase aktivite verileri

Parametre Sase (U/mL) t(giim) t(sa) Sase(U/mL) Sase/10 (U/mL)
Ao (U/mL) 0.00 0 0 0.00 0.00
Ao/10 (U/mL) 0.00 1 24 1.61 0.16
Am (U/mL) 864.84 2 48 11.99 1.20
An/10 (U/mL) 86.48 3 72 31.58 3.16
Q (U/mL/sa) 4.57 4 96 79.91 7.99
Q/10 (U/mL/giin) 10.97 5 120 141.07 14.11
4 (sa) 97.077 6 144 212.55 21.26
A (gtin) 4.045 7 168 308.35 30.84
V1 0.93 8 192 451.42 45.14
V2 300 9 216 556.53 55.65
ho 443.59 12 288 864.84 86.48
ho/10 44.36 13 312 857.72 85.77
S 930 15 360 861.77 86.18
K1 0.00471

k2 0.0053

o1 3

02 45

d 4.37

TL 192.54

ks 0.0154

V3 12.12

Ka 0.00532

Va 4.26
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Deneysel fermentasyonun 12. giiniinde maksimum Sase aktivitesi elde edilmistir
(864.84 U/mL). Calismada kullanilan Baranyi ve Huang modelleri ile fermentasyonun
13. ve 15. giinlerinde tahmin edilen maksimum Sase aktivite degerleri, deneysel
maksimum Sase aktivitesine esit olmustur. Ancak fermentasyonun 12. giiniinde tahmin
edilen biitiin Sase aktivite degerleri, deneysel fermentasyonun 12. giiniinde belirlenen
maksimum Sase aktivite degerinden diisiik olmustur. Diger yandan, deneysel
fermentasyonun 1., 2. ve 4. giinlerindeki Sase aktivite degerleri (sirasiyla 1.61 U/mL,
11.99 U/mL, ve 79.91 U/mL), yalnizca MLM ve MRM modelleri ile yiliksek tahmin
edilirken modellerin geri kalan1 (MGM, Stannard, Weibull, MMF, Asimetrik, Baranyi,
Huang, Fitzhugh ve Cone modelleri) ile diisiik hesaplanmistir. Ote yandan, Baranyi,
Huang ve Fitzhugh modelleri fermentasyonun 1. giiniindeki aktivite degerini 0.00 U/mL
olarak tahmin ederken ilging sekilde Baranyi modeli fermentasyonun 2. ve 3. giiniindeki
aktivite degerlerini de 0.00 U/mL olarak hesaplamistir. Bununla beraber, MLM, MRM
ve Weibull modelleri, fermentasyonun 3. ve 5. giinlerindeki deneysel Sase aktivite
degerleri (sirasiyla 31.58 U/mL ve 141.07 U/mL) yiiksek tahmin ederken modellerin
geri kalan1 (MGM, Stannard, MMF, Asimetrik, Baranyi, Huang, Fitzhugh ve Cone
modelleri) diisiikk hesaplamistir. Diger yandan, Stannard, MMF, Asimetrik ve Cone
modelleri, fermentasyonun 6. giiniindeki deneysel Sase aktivitesini (212.55 U/mL)
nispeten diisiik tahmin etmistir. Deneysel fermentasyonun 7. giiniindeki Sase aktivitesi
(308.35 U/mL) yalnizca Stannard ve Asimetrik modelleri tarafindan diisiik hesaplanmig
olup geri kalan modeller (MGM, MLM, MRM, Weibull, MMF, Baranyi, Huang,
Fitzhugh ve Cone modelleri) ile yiiksek tahmin edilmistir. Ayrica, Weibull, Fitzhugh ve
Cone modellerinin fermentasyonun 8. giiniindeki Sase aktivitesini (451.42 U/mL)
yiiksek hesaplamistir. Diger yandan, bu calismada kullanilan matematiksel modeller
arasindan yalnizca Weibull, MMF ve Cone modelleri, deneysel fermentasyonun 9.
giiniindeki Sase aktivitesini (556.53 U/mL) diisiik tahmin etmistir. Ote yandan,
calismada kullanilan modellerden Baranyi ve Huang modelleri haricinde geri kalan
modellerin tamami deneysel fermentasyonun 13. ve 15. giinlerindeki Sase aktivitelerini
(swrasiyla 857.72 U/mL ve 861.77 U/mL) diisiik hesaplamistir (Cizelge 4.48).

Cizelge 4.47'de verilen model parametrelerinin kullanimi ile PBD ile optimize
edilen besiyeri kompozisyonunda gergeklestirilen fermentasyonun Sase aktivitesi,
deneysel verilere bagli olarak sigmoidal gelisim fonksiyonlar1 (Cizelge 3.5) ile
tanimlanmistir. Elde edilen model validasyon sonuglari Cizelge 4.49'da sunulmustur.
Cizelge 4.49'dan elde edilen sonuglara gore, en diisik RMSE (23.54 U/mL) Huang
modeli ile elde edilirken minimum MAE (13.01 U/mL) ve MSD (9.20 U/mL) degerleri
de Weibull modeli ile elde edilmistir. Maksimum R? degeri (0.9967) ve 1’ en yakin m
degeri Huang model ile hesaplanmistir. Diger yandan, maksimum RMSE (51.36 U/mL),
MAE (36.43 U/mL) ve MSD (25.76 U/mL) ise Stannard modeli ile belirlenmistir.
Benzer sekilde minimum R? degeri (0.9910) Fitzhugh modelin kullanimi ile
belirlenirken ve 1’e en uzak m degerleri (0.90) ise MGM, MLM ve MRM ile
hesaplanmistir. Diger yandan, modellerin basarili olup olmadigmin tespitinde AIC
degeri de onemli bir olgiittiir. Deneysel verileri tanimlamada en iyi model, minimum
AIC degerine sahip olan modelin oldugu One siiriilmektedir. Deneysel
fermentasyondaki Sase aktivitesinin matematiksel modellemesinde en diisik AIC
degerine sahip olan modelin Huang model oldugu belirlenmistir (AIC=99.63).
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Cizelge 4.48. PBD ile deneysel Sase iiretim verilerinin modellerden hesaplanan Sase iiretim verileri ile karsilastirilmasi

Matematiksel modeller (U/mL)

t (giin) Deneysel (U/mL) MGM

MLM MRM Stannard Weibull MMF Asimetrik Baranyi Huang Fitzhugh Cone

0 0.00 0.02 1479 13.26 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1 1.61 0.37 2428 2229 0.08 1.25 0.08 0.10 0.00 0.00 0.00 0.13
2 11.99 353 3959 37.15 1.39 9.94 1.82 1.99 0.00 0.01 0.33 2.57
3 31.58 1756 63.81 61.08 9.80 33.08 11.18 11.59 0.00 0.42 6.75 14.27
4 79.91 54.70 101.04 98.36 38.36 76.36  39.46 39.43 4.77 16.65 3757  46.74
5 141.07 122.33 155.77 153.62  99.25 142.86 99.82 97.23 104.75 105.34 108.27 111.37
6 212.55 216.35 231.18 229.94 19225 231.79 197.73 189.70 21441 21442 21390 210.34
7 308.35 324.04 326.29 325.94 30443 337.89 32197 307.28 324.08 324.08 335.17 330.90
8 451.42 431.42 433.75 433.74 41895  452.02 449.38 429.76 433.75 43375 45283 451.94
9 556.53 528.39 541.04 540.67 52295 563.10 560.07 538.82 543.41 54341 555.10 556.83
12 864.84 725.85 764.88 762.98 731.02 79356 752.62 737.84 860.99 860.99 748.47 744.00
13 857.72 763.88 801.75 799.94 769.62 828.63 783.36 771.27 864.84 864.84 782.79 775.30
15 861.77 812.60 840.84 839.63 817.61  858.23 820.04 812.12 864.84 864.84 824.72 813.75
Ortalama 336.87 307.77 333.77 332.20 300.44 33298 310.58 302.86 32429 32529 31276 312.16
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Cizelge 4.49. PBD ile optimize edilen besiyerindeki Sase aktivitesi i¢in matematiksel
modellerin validasyonu

Sase aktivitesi (U/mL)

Model RMSE MAE MSD  RZ m _ AIC __BF _ AF

MGM 5057 3210 2270 00927 090 11445 138  1.39
MLM 3719 2921 2065 009966 090 10646 069 151
MRM 3719 2845 2012 009965 090 11152 070 1.8
Stannard 5136 3643 2576 09941 092 12641 1.84 1.84
Weibull 2361 1301 920 09963 096 99.70 103  1.07
MMF 4310 2893 2046 09924 094 11535 1.75  1.76
Asimetrik ~ 49.17 3401 2405 09939 092 11372 174 1.74
Baranyi 2619 16.85 11.91 009961 103 10240 19.08 19.28
Huang 2354 1586 1121 09969 1.02 99.63 582  5.89
Fitzhugh 4374 2866 2027 09910 094 11574 300  3.04
Cone 4522 2830 2001 009916 092 11660 157 158

Ote yandan, BF ve AF degerleri de hesaplanmis olup sonuglar Cizelge 4.49'da
sunulmustur. 1’den daha biiyiikk bir BF degeri, elde edilen model tahminlerinin daha
diisiik bir giiven seviyesine neden oldugunu gosterir. Buna acgiklamaya gore, Baranyi,
Huang ve Fitzhugh modellerinin BF degeri 1’den olduk¢a biiyiikk hesaplanmistir
(Cizelge 4.49). Bu sonug, Baranyi, Huang ve Fitzhugh modelleri ile tahmin edilen
degerlerin deneysel verilerden daha diisiik oldugunu ve ayrica bu modelin tahminlerinin
daha diisiik bir gliven seviyesinde oldugunu gosterir. 1’den daha diisiik bir BF degeri,
modelin genel olarak basarisiz oldugunu gosterir. Buna agiklamaya gore ise MLM ve
MRM modellerinin BF degeri 1’den oldukg¢a diisitk hesaplanmis olup bu modellerin
deneysel verileri tahmin etmede basarisiz oldugu saptanmustir. Ote yandan 1’e en yakin
BF degeri Weibull modeli ile 1.03 olarak hesaplanmistir. Béylece, Weibull modelinin
cok az bir yapisal sapma gosterdigi ve nispeten deneysel verileri ¢ok az bir farkla
yilksek tahmin ettigi anlasilmaktadir (Cizelge 4.48). Ilaveten, Cizelge 4.49'da AF
degerleri de verilmistir. Elde edilen sonuglar, AF degerlerinin ortalama olarak tahminin
gozlemlerden MGM i¢in %39, MLM i¢in %51, MRM igin %48, Stannard icin %84,
Weibull i¢in %7, MMF icin %76, Asimetrik i¢in %74, Baranyi i¢in %1828, Huang i¢in
%489, Fitzhugh icin %204 ve Cone i¢in %58 oraninda farkli oldugunu gostermektedir.
Bu sonuca gore en diisiik farklilik Weibull modeli ile %7 diizeyinde belirlenirken en
yiksek farklilik ise %1828 ile Baranyi modelinde hesaplanmistir (Cizelge 4.49).
Baranyi, Huang ve Fitzhugh modelleri ile hesaplanan BF ve AF degerlerinin 1’den
oldukc¢a yiiksek olmasinin nedeni olarak lag fazi ve gecis faz1 degerlerinin deneysel
fermentasyon degerlerinden daha diisiik hesaplanmasi olarak diisiiniilmiistiir (Cizelge
4.48). Sonug olarak diisik RMSE, MAE, MSD ve AIC degerleri, yiiksek R?degeri ve
1’¢ yakin m degerleri ile Weibull ve Huang modelini kullanmanin Sase aktivitesini
basarili bir sekilde tahmin ettigini gostermistir. Ayrica, 1’e yakin BF ve AF degerleri ile
de Weibull modelin Saseaktivitesini basarili bir sekilde hesapladigi belirlenmistir.
Boylece, Weibull ve Huang modelleri, Sase aktivitesinin deneysel verilerini bu
calismada kullanilan diger matematiksel modellerden daha iyi tahmin etmistir. Ote
yandan Weibull ve Huang modellerinin kullanilmasiyla tahmin edilen degerler, Sase
aktivitesinin deneysel verileri ile ¢cok 1y1 bir uyum saglamaistir.
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4.15.1.4. S/I oraninin matematiksel modellenmesi

PBD ile optimize edilen Dbesiyeri kompozisyonunda gergeklestirilen
fermentasyonda lase ve Sase iiretimine ait deneysel verilerin matematiksel modellemesi
ile hesaplanan lase ve Sase degerlerinin birbirine orani ile deneysel ve tahmin edilen S/I
oranlar1 elde edilmistir (Cizelge 4.50). Bununla beraber, hem deneysel hem de
hesaplanan S/I oranlar1 grafikte gosterilmistir (EK-6). lase ve Sase aktivitelerinin model
tahminlerinden elde edilen sonuglara gére S/I oranlari hesaplanmis ve deneysel S/I
oranlari ile karsilastirilmistir (Cizelge 4.50). Deneysel fermentasyonun baslangicindaki
lase ve Sase aktivite degerleri 0.00 U/mL oldugu igin S/I oranlar1 hesaplanmamustir.
Fermentasyonun 1. ve 2. giinii i¢in hesaplanan S/l oranlari sirastyla 0.31 (minimum
deger) ve 0.49 olarak hesaplanmis olup MRM ve Weibull modelleri ile S/I oranlari
yiiksek tahmin edilmistir. Modellerin geri kalann (MGM, MLM, Stannard, MMF,
Asimetrik, Baranyi, Huang, Fitzhugh ve Cone modelleri) ise diisiik tahmin etmis olup
bunlarin arasindan MLM modeli S/I oranim1 deneysel S/I oranma en yakin tahmin
etmistir. Ote yandan, Baranyi, Huang ve Fitzhugh modelleri ile fermentasyonun 1.
giintindeki S/I oranlarini 0.00 olarak hesaplanmistir.

Cizelge 4.50. Deneysel S/I oranlarmin modellerden hesaplanan S/I oranlar ile
karsilastirilmasi

t (giin)
Model  ————=3 7 35 6 7 8 9 12 13 15

Ortalama

Deneysel 0.31 0.49 0.38 0.45 0.51 0.61 0.67 0.87 0.89 0.99 0.85 0.93 0.66
MGM 0.01 0.06 0.15 0.29 0.44 0.58 0.69 0.77 0.83 0.89 0.89 0.89 0.54
MLM 0.30 0.34 0.40 0.46 0.54 0.62 0.70 0.77 0.82 0.89 0.89 0.88 0.63
MRM 0.83 0.61 0.53 0.52 0.55 0.62 0.70 0.78 0.85 0.93 0.93 0.91 0.73
Stannard  0.02 0.06 0.15 0.28 0.43 0.55 0.66 0.73 0.78 0.85 0.85 0.86 0.52
Weibull  0.76 0.76 0.76 0.76 0.77 0.77 0.78 0.79 0.80 0.84 0.84 0.85 0.79
MMF 0.04 0.11 0.19 0.30 0.44 0.58 0.70 0.80 0.86 0.91 0.91 0.90 0.56
Asimetrik 0.04 0.10 0.19 0.30 0.43 0.57 0.70 0.80 0.87 0.93 0.93 0.92 0.56
Baranyi  0.00 0.00 0.00 0.03 0.38 0.58 0.69 0.77 0.82 0.91 0.86 0.86 0.49
Huang 0.00 0.00 0.00 0.09 0.38 0.58 0.69 0.77 0.82 0.91 0.86 0.86 0.50
Fitzhugh 0.00 0.04 0.15 0.31 0.48 0.62 0.72 0.78 0.83 0.87 0.87 0.87 0.55
Cone 0.04 0.11 0.20 0.31 0.45 0.59 0.72 0.81 0.87 0.93 0.93 0.92 0.57

Fermentasyonun 2. ve 3. giintindeki S/I oranlar1 da Baranyi ve Huang modelleri
ile 0.00 olarak tahmin edilmistir. Bunun nedeni olarak bu modellerden Sase aktivite
degerlerinin 0.00 U/mL olarak hesaplanmasidir. Maksimum S/I orami ise deneysel
fermentasyonunun 12. giiniinde 0.99 olarak hesaplanmistir. Calismada kullanilan biitiin
matematiksel modeller ile deneysel fermentasyonun 12. giinlindeki S/I orami diisiik
tahmin edilmistir. Deneysel fermentasyonun 3., 4., ve 5. giinlerindeki S/I oranlar
(sirastyla 0.38, 0.45 ve 0.51) MRM ve Weibull modellerinin yani1 sira MLM modeli ile
de yiiksek hesaplanmig olup geri kalan modeller (MGM, Stannard, MMF, Asimetrik,
Baranyi, Huang, Fitzhugh ve Cone modelleri) ile S/I oranlari diisiik tahmin edilmistir.
Bununla beraber, MLM, MRM, Weibull ve Fitzhugh modelleri, 6. giindeki deneysel S/I
oranin1 (0.61) yiliksek hesaplamistir. Fermentasyonun 7. giinlindeki S/I orani (0.67)
yalnizca Stannard modeli ile diisiikk tahmin edilmis olup 8., 9., 12. ve 15. giinlerindeki
S/I oranlar1 (sirastyla 0.87, 0.89, 0.99 (maksimum deger) ve 0.93) calismada kullanilan
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biitiin modeller tarafindan diisiik hesaplanmistir. Ote yandan, 13. giindeki S/I orani
(0.85) yalnizca Weibull model tarafindan diisiik hesaplanmis, yalnizca Stannard model
ile esit tahmin edilmis ve modellerin geri kalam (MGM, MLM, MRM, MMF,
Asimetrik, Baranyi, Huang, Fitzhugh ve Cone modelleri) ile de yiiksek hesaplanmastir.
Ayrica, modeller ile 5. giinden itibaren hesaplanan S/I oranlarinin deneysel S/I
oranlarina genel olarak yaklastigi da Cizelge 4.50'deki degerlerden anlasilmaktadir (EK-
6). Modellerin yardimi ile hesaplanan S/l oranlarmin sonuglari model degerlendirme
kriterlerine tabi tutulmus olup model validasyonlar1 Cizelge 4.51'de gosterilmistir.

Cizelge 4.51'den elde edilen sonuglara gore, en diisik RMSE (0.07), MAE
(0.05) ve MSD (0.04) MLM ile elde edilmistir. Maksimum R? degeri (0.9293) ve 1’e en
yakin m degeri de MLM ile hesaplanmistir. Ayrica, maksimum RMSE (0.61) Baranyi
modeli ile, maksimum MAE (0.20) ve MSD (0.14) ise Weibull modeli ile belirlenmistir.
Benzer sekilde minimum R? degeri (0.5496) MRM’nin kullanimi ile belirlenirken ve 1°e
en uzak m degeri (1.54) ise Baranyi modeli ile hesaplanmistir. Diger yandan, modellerin
basarili olup olmadiginin tespitinde AIC degeri de 6nemli bir Ol¢iittiir. Deneysel verileri
tanimlamada en iyi model, minimum AIC degerine sahip olan modelin oldugu 6ne
stirtilmektedir. Bu acgiklamadan yola ¢ikarak en diisiik AIC degerine sahip olan modelin
MLM oldugu belirlenmistir (AIC=-58.87). Tam tersine, maksimum AIC degeri (3.73)
Baranyi modeli ile hesaplanmistir. Diger yandan, BF ve AF degerleri de hesaplanmis
olup sonuglar Cizelge 4.51'de gosterilmistir. 1’den daha biiyiikk bir BF degeri, elde
edilen model tahminlerinin daha diisiik bir giiven seviyesine neden oldugunu gosterir.
Buna agiklamaya gore, Baranyi, Huang ve Fitzhugh modelleri ile BF degeri 1°den
oldukea biiyiik hesaplanmistir (Cizelge 4.51). Bu sonug, Baranyi, Huang ve Fitzhugh
modelleri ile hesaplana degerlerin deneysel verilerden daha diisiik oldugunu ve ayrica
bu modellerin tahminlerinin daha diisiik bir gliven seviyesinde oldugunu gdsterir. 1’den
daha diisiik bir BF degeri, modelin genel olarak basarisiz oldugunu gdosterir. Buna
agtklamaya gore ise MRM ve Weibull modellerinin BF degeri 1’den diisiik hesaplanmig
olup bu modellerin deneysel verileri tahmin etmede basarisiz oldugu saptanmstir. Ote
yandan 1’e en yakin BF degeri MLM ile 1.05 olarak hesaplanmistir. Béylece, MLM’nin
cok az bir yapisal sapma gosterdigi ve nispeten deneysel verileri ¢ok az bir farkla
yliksek tahmin ettigi anlagilmaktadir (Cizelge 4.51).

Cizelge 4.51. S/I oran1 i¢in matematiksel modellerin validasyonu

Model S/I oram
RMSE MAE MSD R? m AIC BF AF

MGM 0.18 0.13 0.09 08930 135 -33.26 1.80 1.82
MLM 0.07 0.05 0.04 09293 0.90 -58.87 1.05 1.09
MRM 0.17 0.10 0.07 0549 051 -30.17 0.87 1.20
Stannard 0.19 0.14 0.10 0.8929 1.29 -20.64 1.84 1.84
Weibull 0.24 0.20 0.14 0.7563 0.13 -21.08 0.79 1.37
MMF 0.16 0.12 0.08 09137 136 -31.40 1.51 1.54
Asimetrik 0.16 0.12 0.08 09173 139 -35.94 1.54 1.57
Baranyi 0.61 0.15 0.12 0.8935 154 3.73 20.74 20.90
Huang 0.23 0.17 0.12 08982 151 -21.44 5.06 5.10
Fitzhugh 0.18 0.13 0.09 08612 133 -27.57 2.17 2.21
Cone 0.16 0.11 0.08 09105 137 -31.66 1.49 1.53
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Diger yandan Cizelge 4.51, AF degerlerini degostermektedir. Elde edilen
sonuclar, AF degerlerinin ortalama olarak tahminin goézlemlerden MGM igin %82,
MLM i¢in %9, MRM i¢in %20, Stannard i¢in %84, Weibull i¢in %37, MMF i¢in %54,
Asimetrik i¢in %57, Baranyi i¢in %1990, Huang icin %410, Fitzhugh i¢in %121 ve
Cone icin %53 oraninda farkli oldugunu gostermektedir. Bu sonuca gore en diisiik
farklilik MLM ile %9 diizeyinde belirlenirken en yiiksek farklilik ise %1990 ile Baranyi
modelinde hesaplanmistir (Cizelge 4.51). Sonug olarak diisiik RMSE, MAE, MSD ve
AIC degerleri, yiiksek R2degeri, 1’e yakin m, BF ve AF degerleri ile MLMyi
kullanmanin S/I oranini basarili bir sekilde tahmin ettigini gostermistir. Boylece, MLM,
S/I oraninin deneysel verilerini bu ¢alismada kullanilan diger matematiksel modellerden
daha iyi hesaplamistir. Ayrica, MLM’nin kullanilmasiyla hesaplanan degerler, S/I
oraninin deneysel verileri ile ¢ok iyi bir uyum saglamistir.

4.15.1.5. Deneysel ve tahmin edilen kinetik parametrelerin karsilastirilmasi

Diger yandan, modellerden hesaplanan kinetik degerler kullanilarak deneysel
kinetik degerler ile daha fazla kiyaslama gerceklestirilmistir. Bu amacla, hem reel
degerlerden hem de modeller ile tahmin edilen degerlerden lase, Sase, S/I orani, Qjase,
Qsase, QgererVe SUY kinetik parametreleri hesaplanmistir. Deneysel ve tahmin edilen
kinetik degerlere ait veriler Cizelge 4.52'de verilmistir.

Cizelge 4.52. PBD ile optimize edilen besiyeri kompozisyonunda gerceklestirilen
fermentasyondan deneysel ve tahmin edilen kinetik parametrelerin karsilastirilmasi

Kinetik parametreler

Model lase Sase S/I oram Qiase Qsase Qsugar  SUY
(U/mL) (U/mL) (U/mL/sa) (U/mL/sa) (g/L/sa) (%)
Deneysel 1011.02 864.84 0.86 4.01 4.57 0.28 94.45
MGM 917.28 812.60 0.89 3.97 4.26 0.25 99.96
MLM 958.32 840.84 0.88 3.94 4.22 0.26  100.00
MRM 917.94 839.63 0.91 3.97 4.25 0.25 99.96
Stannard 950.97 817.61 0.86 4.82 4.72 0.26 94.38
Weibull 1006.84 858.23 0.85 5.66 4.59 0.35 94.45
MMF 907.08 820.04 0.90 4.77 5.24 0.28 93.81
Asimetrik  884.03 812.12 0.92 441 5.00 0.27 98.37
Baranyi 1011.00 864.84 0.86 3.98 4.49 0.19 99.96
Huang 1011.00 864.84 0.86 4.01 4.50 0.23 99.96
Fitzhugh 947.53 824.72 0.87 5.03 4.98 0.30 94.44
Cone 888.06 813.75 0.92 4.45 5.03 0.28 93.90

Elde edilen sonuglara gore, ¢alismada kullanilan biitiin matematiksel modeller
ile tahmin edilen las eaktiviteleri deneysel lase aktivitesinden diisiik hesaplanmstir.
Bununla beraber, Weibull, Baranyi ve Huang modelleri ile tahmin edilen lase
aktiviteleri, deneysel lase aktivitesine yakin hesaplanmistir. Diger yandan, Baranyi ve
Huang modelleri ile tahmin edilen Sase degerleri deneysel Sase degerine esit olarak
hesaplanirken diger modeller ile tahmin edilen Sase degerleri deneysel
Sasedegerlerinden diisiikk tahmin edilmistir. Ayrica, Stannard, Baranyi ve Huang
modelleri ile tahmin edilen S/I orani degerleri deneysel S/I oranina esit olarak
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hesaplanmistir. MGM, MLM, MRM, MMF, Asimetrik, Fitzhugh ve Cone modelleri ile
S/I oranlart deneysel S/I oranindan yiiksek hesaplanmis olup yalnizca Weibull modeli
ile diisiik tahmin edilmistir. Diger yandan, Qiase degerleri de hesaplanmis olup deneysel
degeri 4.01 U/mL/sa olarak hesaplanmigtir. Stannard, Weibull, MMF, Asimetrik
Fitzhugh ve Cone modellerinden hesaplanan Qiase degerleri deneysel Qiase degerinden
yilksek olmus olup yalnizca Huang modeli ile deneysel degere esit olarak
hesaplanmistir. Modellerin geri kalani ile deneysel degerden diisiik hesaplanmistir. Hem
deneysel fermentasyon verilerinden hem de modellerden hesaplanan fermentasyon
verileri ile Qsase degerleri de hesaplanmis olup Stannard, Weibull, MMF, Asimetrik,
Fitzhugh ve Cone modelleri ile deneysel degerden (4.57 U/mL/sa) yiiksek
hesaplanmistir. Geriye kalan modeller, deneysel Qsase degerini daha disiik tahmin
etmistir. Ote yandan, MMF ve Cone modelleri ile hesaplanan Qgerr degeri, deneysel
Qgeker degerine (0.28 g/L/sa) esit olmustur. Weibull ve Fitzhugh modelleri ile daha
yiiksek hesaplanmistir. Bu dort modelin disindaki modeller ise deneysel Qgeker degerini
diisiik tahmin etmistir. Seker kullanim oran1 (SUY) da hesaplanmis olup Weibull modeli
ile hesaplanan SUY degeri deneysel degere (%94.45) esit olmustur. Ayrica, Stannard,
MMF, Fitzhugh ve Cone modelleri, deneysel SUY degerini diisiik hesaplamigtir
(Cizelge 4.52). Sonug olarak, model kiyaslama verilerine gore seker tiiketiminin
deneysel verileri Stannard ve Fitzhugh modelleri ile, lase iiretiminin deneysel verileri
Stannard ve Huang modelleri ile, Sase iiretiminin deneysel verileri Weibull ve Huang
modelleri ile ve S/I oraninin deneysel verileri ise MLM ile basarili bir sekilde tahmin
edilmistir.

4.15.2. MKD ile optimize edilen besiyerindeki fermentasyon
4.15.2.1. Seker tiiketiminin matematiksel modellenmesi

MKD ile optimize edilen besiyeri kompozisyonunda gerceklestirilen
fermentasyonun seker tiiketimine ait deneysel verilerin (Cizelge 4.53) matematiksel
modellemesinde kullanilan model parametreleri Cizelge 4.53'te sunulmustur. MKD ile
optimize edilen besiyeri kompozisyonunda gergeklestirilen fermentasyonun deneysel
seker tliketim verileri, modellerden hesaplanan veriler ile karsilastirilmis olup (Cizelge
4.54) hem deneysel hem de hesaplanan veriler grafikte gosterilmistir (EK-7). Model
tahminlerinden elde edilen sonuglara gore, Weibull, MMF, Asimetrik, Fitzhugh ve
Cone modelleri ile tahmin edilen Sekermax, fermentasyonun baslangicindaki deneysel
Sekermax degerine (22.17 g/L) esit olarak hesaplanmistir. Bununla beraber, MGM,
MLM, MRM, Stannard, Baranyi ve Huang modelleri ile Sekermax, deneysel Sekermax
degerinden nispeten diisiik tahmin edilmistir. Benzer sekilde, deneysel fermentasyonun
sonundaki Sekermin (0.51 g/L), Stannard, Weibull ve Fitzhugh modelleri ile esit olarak
tahmin edilirken MGM, MLM, MRM, Asimetrik, Baranyi ve Huang modellerinin
kullanimi ile tahmin edilen Sekermin, deneysel Sekermin degerinden daha diisiik
hesaplanmistir. Bununla beraber, MMF ve Cone modelleri ile deneysel Sekermin degeri
nispeten yliksek tahmin edilmistir. Diger yandan, deneysel fermentasyonun 1., 6., 7., 8.,
9., 10., 11. ve 12.giinlerindeki kalint1 seker konsantrasyonu (sirasiyla 21.68 g/L, 2.63
g/L, 2.46 g/L, 2.20 g/L, 1.57 g/L, 1.52 g/L 1.23 g/L ve 1.14 g/L), ¢alismada kullanilan
biitlin matematiksel modeller ile diisilk hesaplanmistir.Deneysel fermentasyonun 2.
giiniindeki kalintt seker konsantrasyonu (15.32 g/L), yalmizca Weibull ve Huang
modellerinin kullanimi ile nispeten yiiksektahmin edilmis olup modellerin geri kalam
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(MGM, MLM, MRM, Stannard, MMF, Asimetrik, Baranyi, Fitzhugh ve Cone
modelleri) da deneysel kalint1 seker konsantrasyonunu nispeten diisiik hesaplamstir.
Weibull, MMF, Fitzhugh ve Cone modelleri, deneysel fermentasyonun 3. giliniindeki
kalint1 seker konsantrasyonunu (7.93 g/L) nispeten diisiik tahmin ederken modellerin
geri kalan1 (MGM, MLM, MRM, Stannard, Asimetrik, Baranyi ve Huang modelleri) da
yiiksek tahmin etmistir. Ote yandan, yalnizca MMF ve Weibull modelleri disindaki
modeller, fermentasyonun 4. giintindeki deneysel kalint1 seker konsantrasyonunu (3.89
g/L) vyiikksek hesaplarken deneysel fermentasyonun 5. giiniindeki kalinti seker
konsantrasyonunu (3.78 g/L) yalnizca Baranyi ve Huang modelleri ile yiiksek tahmin
edilmistir. Cizelge 4.53'te verilen model parametrelerinin kullanimi ile MKD ile
optimize edilen besiyeri kompozisyonundaki kalint1 seker konsantrasyonu, deneysel
verilere bagli olarak sigmoidal gelisim fonksiyonlart ile tanimlanmistir. Elde edilen
model validasyon sonuglar1 Cizelge 4.55'te 6zetlenmistir. Elde edilen sonuglara gore, en
diisiik RMSE (0.75 g/L), MAE (0.63 g/L) ve MSD (0.45 g/L) degerleri ve maksimum
R2 degeri (0.9958) Cone modeli ile elde edilmistir. 1’e en yakin veya esit m degerleri ise
MMF ve Asimetrik modelleri kullanilarak hesaplanmustir.

Cizelge 4.53. Deneysel seker tiikketim verilerinin matematiksel modellemesinde
kullanilan model parametreleri ve deneysel seker tiikketim verileri

Parametre S (g/L) t (giin) t (sa) S (g/L) S/10
Ao (/L) 0.51 0 0 22.17 2.22
Ao/10 (g/L) 0.05 1 24 21.68 2.17
Am (g/L) 22.17 2 48 15.32 1.53
An/10 (g/L) 2.22 3 72 7.93 0.79
Q (g/L/sa) 0.29 4 96 3.89 0.39
Q/10 (g/L/giin) 0.69 5 120 3.78 0.38
4 (sa) 22.90 6 144 2.63 0.26
A (giin) 0.954 7 168 2.46 0.25
V1 0.001 8 192 2.2 0.22
V2 8.27 9 216 1.57 0.16
ho 6.562 10 240 1.52 0.15
ho/10 0.656 11 264 1.23 0.12
S 3.5 12 288 1.14 0.11
K1 0.0147 15 360 0.51 0.05
k2 0.0173

o1 3

02 3.07

d 2.603

TL 61.76

ks 0.039

V3 6.2

Ka 0.017

V4 3.169

S: Deneysel kalint1 seker miktart
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Cizelge 4.54. MKD ile deneysel seker tiikketim verilerinin modellerden hesaplanan seker tiiketim verileri ile karsilastirilmasi

t (giin)

Deneysel (g/L)

Matematiksel modeller (g/L)

MGM MLM MRM Stannard Weibull MMF Asimetrik Baranyi Huang Fitzhugh Cone

0 22.17 2212 21.29 2212 21.84 2217  22.17 22.17 21.66 21.66 2217  22.17
1 21.68 20.55 19.39 20.55 19.45 21.24 20.81 20.43 18.09 20.50 21.18 20.98
2 15.32 1498 14.83 14.98 13.94 15.76 14.35 14.60 13.98 15.62 14.48 14.72
3 7.93 852 818 851 8.16 7.13 7.82 8.90 9.90 10.64 7.44 7.99
4 3.89 417 320 4.17 4.30 1.82 4.28 5.34 6.41 6.70 3.50 4.30
5 3.78 190 1.03 1.90 2.26 0.60 2.59 3.34 3.81 3.92 1.73 2.56
6 2.63 084 031 084 1.30 0.51 1.75 2.20 2.13 2.16 1.00 1.71
7 2.46 037 009 037 0.86 0.51 1.30 1.53 1.13 1.15 0.70 1.26
8 2.20 0.16 0.03 0.16 0.66 0.51 1.04 1.10 0.59 0.59 0.59 1.01
9 1.57 0.07 0.01 0.07 0.58 0.51 0.88 0.82 0.30 0.30 0.54 0.86
10 1.52 0.03 0.00 0.03 0.54 0.51 0.78 0.63 0.15 0.15 0.52 0.76
11 1.23 0.01 0.00 0.01 0.54 0.51 0.71 0.49 0.08 0.08 0.52 0.70
12 1.14 001 0.00 0.01 0.52 0.51 0.67 0.40 0.04 0.04 0.51 0.65
15 0.51 0.00 0.00 0.00 0.51 0.51 0.59 0.22 0.00 0.00 0.51 0.58
Ortalama 6.29 527 488 5.27 5.39 5.20 5.70 5.87 5.59 5.97 5.39 5.73
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Bununla beraber, MLM ve Cone modellerinin egim degerleri de 1’e en yakin
degerleri olarak belirlenmistir. Diger yandan, maksimum RMSE (1.65 g/L), MAE (1.44
g/L) ve MSD (1.02 g/L) MLM modeli ile tespit edilirken minimum R? degeri Baranyi
modeli ile saptanmistir. Diger yandan 1’e en uzak m degerleri MGM, MRM, Weibull ve
Baranyi modelleri ile elde edilmistir. Ote yandan, modellerin basarili olup olmadiginin
tespitinde AIC degeri de onemli bir 6l¢iit olarak kabul edilmistir. Minimum AIC
degerine sahip olan modelin deneysel verileri tanimlamada en iyi model oldugu 6ne
siriilmektedir. Deneysel fermentasyondaki seker tliketiminin  matematiksel
modellemesinde en diisiik AIC degerine sahip olan modelin Asimetrik model oldugu
tespit edilmis olup (AIC=7.92) bunu sirasiyla Cone (AIC=9.37) ve MMF (AIC=10.12)
modelleri takip etmistir. Ayrica, Cizelge 4.55't¢ BF ve AF degerleri de verilmistir.
1’den daha biiylik bir BF degeri, elde edilen model tahminlerinin daha diisiik bir giiven
seviyesine neden oldugunu gosterir. Buna gére, MGM, MLM, MRM, Weibull, Baranyi
ve Huang modellerinin BF degerleri 1’den daha biiyiik elde edilmis olup en yiiksek BF
degeri MLM ile hesaplanmistir (Cizelge 4.55). Bu sonu¢, MGM, MLM, MRM,
Weibull, Baranyi ve Huang modelleri ile tahmin edilen degerlerin deneysel verilerden
daha diisiik oldugunu ve ayrica bu modellerin tahminlerinin daha diisiik bir giliven
seviyesinde oldugunu gosterir. 1’den daha diisiik bir BF degeri de modelin genel olarak
basarisiz oldugunu gosterir. Elde edilen sonuglara gore, modellerden tahmin edilen
veriler kullanilarak 1’in altinda hesaplanmis bir BF degeri elde edilmemistir. Bununla
beraber, 1’e en yakin BF degerleri MMF ve Cone modelleri ile sirasiyla 1.37 ve 1.38
olarak hesaplanmis olup bu modellerin ¢ok az bir yapisal sapma gosterdigi ve nispeten
deneysel verileri ¢ok az farkla yliksek tahmin ettigi anlasiimaktadir (Cizelge 4.54).

Cizelge 4.55. MKD ile optimize edilen besiyerindeki seker tiiketimi i¢cin matematiksel
modellerin validasyonu

Model Seker tiiketimi (g/L)

RMSE MAE MSD R? m AIC BF AF
MGM 1.33 1.15 081 09902 1.05 2035 875 8.93
MLM 1.65 1.44 1.02 09873 101 26.39 39.08 39.25
MRM 1.33 1.15 0.81 0.9902 1.05 2542 8.77 8.95
Stannard 1.17 0.99 0.70 09900 098 2830 1.67 1.70
Weibull 1.45 1.15 0.81 09884 1.06 2799 223 2.24
MMF 0.77 0.66 047 0997 100 1012 1.37 1.41
Asimetrik 0.85 0.77 054 0.9900 1.00 7.92 1.48 1.57
Baranyi 1.61 1.34 095 09617 095 30.76 3.23 3.59
Huang 1.41 1.17 0.83 09680 1.02 2712 3.17 3.60
Fitzhugh 1.10 0.90 0.64 09944 103 2011 1.82 1.82
Cone 0.75 0.63 045 09958 1.01 9.37 1.38 1.43

Diger yandan, Cizelge 4.55'te AF degerleri de verilmistir. Elde edilen sonuglar,
AF degerlerinin ortalama olarak tahminin gézlemlerden MGM i¢in %793, MLM i¢in
%8925, MRM i¢in %795, Stannard i¢in %70, Weibull i¢in %124, MMF icin %41,
Asimetrik i¢in %57, Baranyi i¢in %259, Huang i¢in %260, Fitzhugh i¢in %82 ve Cone
icin %43 oraninda farkli oldugunu gostermektedir. Bu sonuca gore en diisiik farklilik
MMF ve Cone modelleri ile sirasiyla %41 ve%43 diizeyinde elde edilirken en yiiksek
farklilik ise %8925 ile MLM’de gozlemlenmistir (Cizelge 4.55). Sonug olarak MMF ve
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Cone modellerini kullanmanin seker tiiketimini basarili bir sekilde temsil ettigini diisiik
RMSE, MAE, MSD ve AIC degerleri, yiiksek R? degerleri, 1’e yakin veya esit m
degerleri, sirasiyla 1.37 ve 1.38 BF degerleri ve sirasiyla %41 ve%43 olan AF degerleri
gostermistir. Boylece, MMF ve Cone modelleri, seker tiiketiminin deneysel verilerini bu
caligmada kullanilan diger matematiksel modellerden daha basarili bir sekilde tahmin
etmistir. Ayrica, MMF ve Cone modellerinin kullanilmasiyla tahmin edilen degerler,
seker tiiketiminin deneysel verileri ile ¢ok iyi bir uyum saglamustir.

4.15.2.2. lase iiretiminin matematiksel modellenmesi

MKD ile optimize edilen besiyeri kompozisyonunda gergeklestirilen
fermentasyonda lase iiretimine ait deneysel verilerin (Cizelge 4.56) matematiksel
modellemesinde kullanilan model parametreleri Cizelge 4.56'da gosterilmistir. MKD ile
optimize edilen besiyeri kompozisyonunda gerceklestirilen fermentasyonun deneysel
lase iiretim verileri, modellerden hesaplanan veriler ile karsilastirilmis olup (Cizelge
4.57) hem deneysel hem de hesaplanan veriler grafikte gosterilmistir (EK-8).

Cizelge 4.56. Deneysel lase aktivite degerlerinin matematiksel modellemesinde
kullanilan model parametreleri ve deneysel lase aktivite verileri

Parametre lase (U/mL) t(giin) t(sa) lase (U/mL) lase/10 (U/mL)
Ao (U/mL) 0.00 0 0 0.00 0.00
Ao/10 (U/mL) 0.00 1 24 3.44 0.34
Anm (U/mL) 1103.12 2 48 34.16 3.42
An/10 (U/mL) 110.31 3 72 119.73 11.97
Q (U/mL/sa) 5.34 4 96 298.90 29.89
Q/10 (U/mL/giin) 12.82 5 120 382.52 38.25
2 (sa) 46.20 6 144 519.11 51.91
. (gtin) 1.92 7 168 536.89 53.69
V1 0.26 8 192 664.07 66.41
V2 353.51 9 216 847.95 84.80
ho 246.73 10 240 885.16 88.52
ho/10 24.67 11 264 1014.14 101.41
p 1373 12 288 1103.12 110.31
¢l 0.00529 15 360 1097.86 109.79
k2 0.006735

o1 3

02 3.03

d 3.36

TL 170.769

ks 0.0135

V3 4,98

Ka 0.00679

V4 3.1
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Cizelge 4.57. MKD ile deneysel lase iiretim verilerinin modellerden hesaplanan lase iiretim verileri ile karsilastiriimasi

Matematiksel modeller (U/mL)

t(giin)  Deneysel (U/mL) MGM MLM MRM  Stannard Weibull MMF Asimetrik Baranyi Huang Fitzhugh Cone
0 0.00 7.49 57.82 20.48 0.83 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1 3.44 28.95 89.27 46.80 7.25 2.26 4.39 151 0.00 0.77 1.84 3.97
2 34.16 7758 13559 94.88 33.18 17.91 34.89 15.30 12.86 27.37 27.62 33.12
3 119.73 159.20 201.18 170.45 95.96 59.30  110.73 57.43 137.80 138.22  103.41  108.22
4 298.90 268.91 289.03 27297  201.30 13542 23231 139.18 265.98 265.97 22449  231.34
5 382.52 39411 398.29 39437  337.40 248.98  379.55 258.21 39415 39414 367.86  382.12
6 519.11 520.80 52235 522.01 48354 39411 525.99 397.76 52233 52231 51114 53234
7 536.89 638.18 649.46 64354  621.26 556.38  653.59 536.42 650.50 650.49 640.14  662.58
8 664.07 740.13 766.66 750.46  739.71 716.24  756.12 658.76 778.68 778.66  748.71  766.32
9 847.95 824.60 864.70 83891  835.27 854.97  834.95 758.64 906.86 906.84  836.02  845.26
10 885.16 892.21 940.24 908.79  908.98 960.60 894.37 836.52  1035.02 1035.01 904.10 904.15
11 1014.14 94498 99484 962.13  964.09 1030.73 938.94 895.85  1103.09 1103.09 956.04  947.89
12 1103.12 985.42 103251 1001.86 1004.40 1070.99 972.48 940.65  1103.12 1103.12 995.07 980.51
15 1097.86 1055.90 1084.72 1066.93 1068.81 1102.02 1032.58 1019.89 1103.12 1103.12 1061.19 1038.12
Ortalama 536.22 538.46 573.33 549.61  521.57 510.71 526.49 465.44 57239 57351 526.97 531.14




BULGULAR VE TARTISMA M. GERMEC

Model tahminlerinden elde edilen sonuglara gére, MGM, MLM, MRM ve
Stannard modelleri disinda kalan modeller (Weibull, MMF, Asimetrik, Baranyi, Huang,
Fitzhugh ve Cone modelleri) ile hesaplanan minimum lase aktivite degerleri
fermentasyonun baslangicindaki deneysel lase aktivite degerine (0.00 U/mL) esit olarak
hesaplanmistir. Stannard modeline gore MGM, MLM ve MRM ile tahmin edilen lase
aktivite degerleri daha yiliksek hesaplanmistir. Bununla beraber, Baranyi ve Huang
modeli disinda calismada kullanilan matematiksel modeller ile tahmin edilen
maksimum lase aktivite degerleri, deneysel maksimum lase aktivite degerinden
(1103.12 U/mL) nispeten diisiik hesaplanmistir. Bununla birlikte, deneysel
fermentasyonun 1. giinlindeki lase aktivite degeri (3.44 U/mL), MGM, MLM, MRM,
Stannard, MMF ve Cone modelleri ile yiiksek tahmin edilirken Weibull, Asimetrik,
Baranyi, Huang ve Fitzhugh modelleri ile nispeten diisiik tahmin edilmistir. Deneysel
fermentasyonun 2. giiniindeki lase aktivitesi (34.16 U/mL), MGM, MLM, MRM ve
MMF modellerinin kullanimi ile yiiksek hesaplanmig olup modellerin geri kalani ile
diistik tahmin edilmisti. MGM, MLM, MRM, Baranyi ve Huang modelleri,
fermentasyonun 3. ve 5. giinlerindeki deneysel lase aktivitelerini (sirasiyla 119.73
U/mL ve 382.52 U/mL) yiiksek tahmin ederken modellerin geri kalani (Stannard,
Weibull, MMF, Asimetrik, Fitzhugh ve Cone modelleri) diisiik hesaplamistir. Diger
yandan, caligmada kullanilan modellerin tamami, fermentasyonun 4. giliniindeki
deneysel lase aktivitesini (298.90 U/mL) diisik tahmin etmistir. Deneysel
fermentasyonun 6. giliniindeki lase aktivitesi (519.11 U/mL) Stannard, Weibull,
Asimetrik ve Fitzhugh modelleri tarafindan diisiik hesaplanmis olup geri kalan modeller
(MGM, MLM, MRM, MMF, Baranyi, Huang ve Cone modelleri) ile yiliksek tahmin
edilmistir. Ayrica, yalnizca Asimetrik modeli fermentasyonun 7., 8. ve 10. Giinlerindeki
lase aktivitelerini (sirasiyla 536.89 U/mL, 664.07 U/mL ve 885.16 U/mL) disiik
hesaplamis olup modellerin geri kalan1 da yiiksek hesaplamistir. Diger yandan,
calismada kullanilan matematiksel modeller arasindan MLM, Weibull, Baranyi ve
Huang modelleri, deneysel fermentasyonun 9. giiniindeki lase aktivitesini (847.95
U/mL) yiiksek tahmin etmistir. Ote yandan, Weibull, Baranyi ve Huang modelleri,
fermentasyonun 11. giiniindeki lase aktivitesini (sirasiyla 1014.14 U/mL) yiiksek
hesaplamistir. Ek olarak, deneysel fermentasyonun 15. giiniindeki lase aktivitesini
(1097.86 U/mL) Baranyi ve Huang modelleri yiiksek tahmin ederken modellerin geri
kalan1 da diislik hesaplamistir.

Cizelge 4.57'de verilen model parametrelerinin kullanimi ile MKD ile optimize
edilen besiyeri kompozisyonunda gergeklestirilen fermentasyonun lase aktivitesi,
deneysel verilere bagli olarak sigmoidal gelisim fonksiyonlari ile tanimlanmistir. Elde
edilen model validasyon sonuglar1 Cizelge 4.58'de gosterilmistir. Elde edilen sonuglara
gore, en diisik RMSE (53.50 U/mL) Stannard modeli ile ve minimum MAE (38.79
U/mL) ve MSD (27.43 U/mL) Fitzhugh modeli ile belirlenmistir. Maksimum R? degeri
(0.9864) Huang model ile tespit edilirken ve 1’e en yakin m degeri ise Stannard
modelinin kullanimi ile 0.98 olarak hesaplanmistir. Diger yandan, maksimum RMSE
(60.50 U/mL), MAE (70.78 U/mL) ve MSD (50.05 U/mL) degerleri Asimetrik model
ile belirlenmistir. Benzer sekilde minimum R? degeri (0.9755) Cone modelin kullanimi
ile belirlenirken ve 1’e en uzak m degeri (0.92) ise MGM ve MLM ile tespit edilmistir.
Belirleme katsayis1 agisindan sonuglara bakilacak olursa R? degerlerinin 0.97 ila 0.99
arasinda degistigi goriilmektedir. Diger yandan, modellerin basarili olup olmadiginin
tespitinde AIC degeri de onemli bir Ol¢iit olarak kabul edilmis olup en diisik AIC
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degerine sahip olan modelin deneysel verileri tanimlamada en iyi model oldugu 6ne
striilmektedir.  Deneysel fermentasyondaki lase  aktivitesinin  matematiksel
modellemesinde en diisiik AIC degerine sahip olan modelin Fitzhugh model oldugu
belirlenmistir (AIC=124.14). Maksimum AIC degerinin elde edildigi model ise Baranyi
olmustur (AIC=135.03).

Cizelge 4.58. MKD ile optimize edilen besiyerindeki lase aktivitesi i¢in matematiksel
modellerin validasyonu

lase aktivitesi (U/mL)

Model RMSE MAE MSD  R? m  AIC BF AF
MGM 5402 4255 3009 09848 092 12461 080 132
MLM 6548 5325 37.65 09863 092 12953 068 151
MRM 5527 4470 31.61 09855 093 12984 075 1.39
Stannard 5350 4157 29.40 09832 098 12893 1.00 1.16
Weibull 7283 5049 3570 09766 1.06 13251 125 1.29
MMF 6205 4209 2976 09770 095 12803 1.00 1.09
Asimetrik 9133  70.78 50.05 09809 094 13885 136 1.36
Baranyi 6651 4441 3141 09863 1.07 13503 220 2.48
Huang 6629 4335 30.65 009864 1.06 13493 107 1.21
Fitzhugh 5401 3879 27.43 09819 097 12414 109 1.14
Cone 6238 4232 2993 09755 096 12818 101 1.09

Diger yandan, BF ve AF degerleri de hesaplanmistir. 1’den daha biiyiik bir BF
degeri, elde edilen model tahminlerinin daha diisiikk bir giiven seviyesine neden
oldugunu gosterir. Buna agiklamaya gore, Baranyi modelinin BF degeri 1’den biiyiik
hesaplanmistir (Cizelge 4.58). Bu sonug, Baranyi modeli ile tahmin edilen degerlerin
deneysel verilerden daha diisiik oldugunu ve ayrica bu modelin tahminlerinin daha
diisiik bir giliven seviyesinde oldugunu gosterir. 1’den daha diisiik bir BF degeri,
modelin genel olarak basarisiz oldugunu gosterir. Buna agiklamaya gore ise MGM,
MLM ve MRM modellerinin BF degeri 1’in altinda tespit edilmis olup bu modellerin
deneysel verileri tahmin etmede basarisiz oldugu belirlenmistir. Ote yandan 1’e esit BF
degerleri Stannard ve Cone modellerini kullanimi ile elde edilmis olup bu modellerin
yapisal sapma gostermemistir. Ayrica Cone modelinin kullanimi ile BF degeri 1.01
olarak hesaplanmis olup bu modelin ¢ok az bir yapisal sapma gosterdigi ve nispeten
deneysel verileri ¢ok az bir farkla yiiksek tahmin ettigi anlasilmaktadir (Cizelge 4.58).
[laveten, AF degerlerinin ortalama olarak tahminin gdzlemlerden MGM igin %32,
MLM i¢in %51, MRM i¢in %39, Stannard i¢in %16, Weibull i¢in %29, MMF i¢in %9,
Asimetrik i¢in %36, Baranyi i¢in %148, Huang igin %21, Fitzhugh igin %14 ve Cone
icin %9 oraninda farkli oldugunu gostermektedir. Bu sonuca gore en diisiik farklilik
MMF ve Cone modelleri ile %9 diizeyinde elde edilirken en yiiksek farklilik ise %148
ile Baranyi modelinde tespit edilmistir (Cizelge 4.58). Sonug¢ olarak model kiyaslama
sonuglar farklilik gostermistir. Soyle ki; diisik RMSE, MAE ve MSD degerleri ile
Stannard ve Fitzhugh modellerinin deneysel verileri tahmin etmede basarili oldugu,
minimum AIC ile Fitzhugh modelinin basarili oldugu, 1’e esit BF degeri ile Stannard ve
MMF modellerinin basarili oldugu, 1’e yakin BF degeri ile Cone modelinin basarili
oldugu, MMF ve Cone modelleri ile tahmin edilen degerlerin deneysel degerlerden %9
oraninda farkli oldugu belirlenmistir. Boylece, Stannard, MMF, Fitzhugh ve Cone

199



BULGULAR VE TARTISMA M. GERMEC

modelleri, lase aktivitesinin deneysel verilerini bu c¢alismada kullanilan diger
matematiksel modellerden daha iyi hesaplamistir.

4.15.2.3. Sase iiretiminin matematiksel modellenmesi
MKD ile optimize edilen besiyeri kompozisyonunda gerceklestirilen
fermentasyonda Sase iiretimine ait deneysel verilerin (Cizelge 4.59) matematiksel

modellemesinde kullanilan model parametreleri Cizelge 4.59'da gosterilmistir.

Cizelge 4.59. Deneysel Sase aktivite degerlerinin matematiksel modellemesinde
kullanilan model parametreleri ve deneysel Sase aktivite verileri

Parametre Sase (U/mL) t(giin) t(sa) Sase(U/mL) Sase/10 (U/mL)
Ao (U/mL) 0.00 0 0 0.00 0.00
Ao/10 (U/mL) 0.00 1 24 4.17 0.42
Anm (U/mL) 1095.30 2 48 29.82 2.98
An/10 (U/mL) 109.53 3 72 64.47 6.45
Q (U/mL/sa) 5.30 4 96 151.06 15.11
Q/10 (U/mL/giin) 12.73 5 120 252.41 25.24
2 (sa) 77.54 6 144 343.10 34.31
A (giin) 3.23 7 168 452.13 45.21
V1 0.29 8 192 580.85 58.08
V2 358.39 9 216 706.74 70.67
ho 411.27 10 240 821.81 82.18
ho/10 41.13 11 264 901.58 90.16
B 1282 12 288 1008.68 100.87
¢l 0.00474 15 360 1095.30 109.53
k2 0.0056

o1 3

02 3.65

d 3.49

TL 185.81

ks 0.014

V3 8.107

Ka 0.0056

2 3.39

MKD ile optimize edilen besiyeri kompozisyonunda gergeklestirilen
fermentasyonun deneysel Sase iiretim verileri, modellerden hesaplanan veriler ile
karsilastirilmis olup (Cizelge 4.60) hem deneysel hem de hesaplanan veriler grafikte
gosterilmistir (EK-9). Model tahminlerinden elde edilen sonuglara gére, MGM, MLM,
MRM ve Stannard modelleri disinda geri kalan modeller ile tahmin edilen minimum
Sase aktivite degerleri fermentasyonun baslangicindaki deneysel Sase aktivitesi (0.00
U/mL) ile esit tahmin edilmistir. Bu modellerin arasindan MGM ve Stannard modeli ile
Sase aktivitesi (sirastyla 0.58 U/mL ve 0.02 U/mL), fermentasyonun baslangicindaki
Sase aktivitesine oldukca yakin hesaplanmig olup MLM ve MRM ile ise yiiksek tahmin
edilmigtir. Deneysel fermentasyonun 15. giinlinde maksimum Sase aktivitesi
belirlenmistir (1095.30 U/mL). Calismada kullanilan Baranyi ve Huang modelleri ile
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fermentasyonun 15. giiniinde tahmin edilen maksimum Sase aktivite degeri, deneysel
maksimum Sase aktivitesine esit olmustur. Bununla beraber, modellerin geri kalani ile
fermentasyonun 15. giinlinde tahmin edilen Sase aktivite degerleri, deneysel
fermentasyonun 15. giiniinde belirlenen maksimum Sase aktivite degerinden diisiik
hesaplanmistir. Diger yandan, deneysel fermentasyonun 1. giiniindeki Sase aktivite
degeri (4.17 U/mL), MGM, MLM ve MRM modelleri ile yiiksek tahmin edilirken
modellerin geri kalani (Stannard, Weibull, MMF, Asimetrik, Baranyi, Huang, Fitzhugh
ve Cone modelleri) ile diisiik hesaplanmistir. Baranyi ve Huang modelleri
fermentasyonun 1. giliniindeki aktivite degerini 0.00 U/mL olarak tahmin ederken
Baranyi modeli fermentasyonun 2. giiniindeki aktivite degerlerini de 0.00 U/mL olarak
hesaplamistir. Ote yandan, MLM ve MRM modelleri ile deneysel fermentasyonun 2. ve
3. giinlerindeki Sase aktivite degerleri (sirasiyla 29.82 U/mL ve 64.47 U/mL) yiiksek
hesaplanmis olup modellerin geri kalani ile diisiik tahmin edilmistir. Bununla beraber
sadece MLM, fermentasyonun 4. ve 5. giinlerindeki deneysel Sase aktivite degerlerini
(swrastyla 151.06 U/mL ve 252.41 U/mL) yiiksek tahmin ederken modellerin geri kalan1
(MGM, MRM, Stannard, Weibull, MMF, Asimetrik, Baranyi, Huang, Fitzhugh ve Cone
modelleri) diisiik hesaplamistir. Diger yandan, Stannard, Weibull, MMF ve Asimetrik
modelleri, fermentasyonun 6. giiniindeki deneysel Sase aktivitesini (343.10 U/mL)
diisiik tahmin etmistir. Deneysel fermentasyonun 7. giiniindeki Sase aktivitesi (452.13
U/mL) yalnizca Weibull modeli tarafindan diisiik hesaplanmis olup geri kalan modeller
yiiksek tahmin etmistir. Ayrica, Weibull ve Asimetrik modellerinin fermentasyonun 8.
giiniindeki Sase aktivitesini (580.85 U/mL) diisiik hesaplamistir. Diger yandan, bu
calismada kullanilan matematiksel modeller arasindan yalnizca MGM ve Asimetrik
modelleri, deneysel fermentasyonun 9. giiniindeki Sase aktivitesini (706.74 U/mL)
diisiik tahmin etmistir. Ote yandan, calismada kullanilan modellerden MLM, Stannard,
Weibull, Baranyi, Huang ve Fitzhugh modelleri haricinde geri kalan modellerin tamami
deneysel fermentasyonun 10. gilinlindeki Sase aktivitesini (821.81 U/mL) diisiik
hesaplamistir. Deneysel fermentasyonun 11. giiniindeki Sase aktivitesi (901.58 U/mL)
MLM, Weibull, Baranyi ve Huang modelleri ile yiiksek tahmin edilirken
fermentasyonun 12. giiniindeki Sase aktivitesi (1008.68 U/mL) ise 11. giinden farkli
olarak Weibull, Baranyi ve Huang modelleri ile yiiksek tahmin edilmistir (Cizelge
4.60).

Cizelge 4.59'da verilen model parametrelerinin kullanimi ile MKD ile optimize
edilen besiyeri kompozisyonunda gergeklestirilen fermentasyonun Sase aktivitesi,
deneysel verilere bagli olarak sigmoidal gelisim fonksiyonlar1 (Cizelge 3.5) ile
tanimlanmistir. Elde edilen model validasyon sonuglar1 Cizelge 4.61'de verilmistir. Elde
edilen sonuglara gore, minimum RMSE (26.80 U/mL), MAE (20.23 U/mL) ve MSD
(14.30 U/mL) degerleri MRM ile elde edilmistir. Maksimum R? degeri (0.9982) MLM
modeli ile elde edilmis olup diger modellere ait belirleme katsayisi degerlerinin de
0.99°dan biiyiik oldugu tespit edilmistir. Bununla beraber 1’e esit m degerleri, Stannard
ve Fitzhugh modelleri ile hesaplanan veriler kullanilarak belirlenmis olup 1’e en yakin
m degeri ise MMF modeli kullanilarak tespit edilmistir. Diger yandan, maksimum
RMSE (49.63 U/mL), MAE (36.39 U/mL) ve MSD (25.73 U/mL) degerleri ve 1’e en
uzak m degeri, Asimetrik modelin kullanimi ile belirlenmistir.
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Cizelge 4.60. MKD ile deneysel Sase iiretim verilerinin modellerden hesaplanan Sase tiretim verileri ile karsilastirilmasi

Matematiksel modeller (U/mL)

t(giin)  Deneysel (U/mL) MGM  MLM MRM  Stannard Weibull MMF  Asimetrik Baranyi Huang Fitzhugh Cone
0 0.00 0.58 32.04 6.73 0.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1 4.17 4.48 50.14 16.84 1.04 1.61 0.72 0.87 0.00 0.00 0.04 1.21
2 29.82 19.86 77.71 38.41 8.24 12.82 8.98 9.64 0.00 0.23 3.33 12.60
3 64.47 58.85 118.73 78.84 35.29 42.68 38.39 38.63 0.52 10.65 27.60 48.16
4 151.06 129.93 177.60 14481 98.21 98.49  103.00 99.38 97.94 99.38 94.53 119.07
5 252.41 231.47 257.96 23824  201.64 184.10 207.96 195.61 22525 22527  205.75  225.93
6 343.10 352.65 360.40 353.70  334.15 298.35  343.00 318.93 35255 35255 34379  356.32
7 452.13 479.36 480.20 479.84  476.33 43426  486.91 452.33 479.85 479.85  486.84  491.20
8 580.85 599.61 606.92 603.80 610.85 579.86 619.70 578.93 607.16 607.16  618.76  614.62
9 706.74 70591 72754 71552 @ 727.30 720.82 730.54 688.30 73446 73446 73131 71841
10 821.81 795.11 831.32 809.57  821.97 844.02 817.45 777.15 861.76 861.76 82236  801.21
11 901.58 867.17 91315 884.73  895.61 940.94  883.29 846.75 989.07 989.07 893.37  865.36
12 1008.68 923.80 973.33 94253  951.15 1009.26 932.39 900.25  1094.15 1094.15 947.36  914.40
15 1095.30 1025.34 1062.30 1040.18 1043.32 1087.68 1016.63  996.23  1095.30 1095.30 1039.12 1002.24
Ortalama 458.01 44244  476.38 453.84  443.22 446.78  442.07 421.64 467.00 467.85  443.87  440.77
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Ote vyandan, deneysel fermentasyondaki Sase aktivitesinin matematiksel
modellemesinde en diisiik AIC degerine sahip olan modelin Weibull model oldugu
(AIC=107.92) sonrasinda ise sirastyla MLM (AIC=109.03) v¢ MRM (AIC=109.58)
modellerinin oldugu belirlenmistir. Maksimum AIC degeri (123.62) ise Baranyi
modelinin kullanimi ile elde edilen veriler kullanilarak hesaplanmistir.

Cizelge 4.61. MKD ile optimize edilen besiyerindeki Sase aktivitesi igin matematiksel
modellerin validasyonu

Sase aktivitesi (U/mL)

Model RMSE MAE MSD  R? m _ AIC __ BF  AF

MGM 3401 2363 1671 00956 095 11119 106  1.09
MLM 3148 2814 19.90 009982 095 109.03 073  1.38
MRM 26.80 2023 1430 09969 096 10958 088  1.17
Stannard 3244 2549 1803 09941 100 11493 132  1.35
Weibull 3026 2212 1564 09959 1.04 107.92 124  1.26
MMF 3878 2986 2111 09915 098 11487 134 137
Asimetrik  49.63 3639 2573 09949 094 12177 136  1.36
Baranyi 4426 3445 2436 09951 1.08 12362 33.74 35.68
Huang 4315 3361 2376 009954 108 12291 266  2.82
Fitzhugh 3554 2820 1994 09926 100 11242 1.80  1.85
Cone 4188 3120 2206 009916 095 117.02 122  1.26

Diger yandan, BF ve AF degerleri de hesaplanmis olup sonuglar Cizelge 4.61'de
sunulmustur. 1’den daha biiylik bir BF degeri, elde edilen model tahminlerinin daha
diisiik bir giiven seviyesine neden oldugunu gosterir. Buna agiklamaya gore, Baranyi ve
Huang modellerinin BF degeri 1’den oldukga biiyiik hesaplanmistir (Cizelge 4.61). Bu
sonug, Baranyi ve Huang modelleri ile tahmin edilen degerlerin deneysel verilerden
daha diisiik oldugunu ve ayrica bu modelin tahminlerinin daha diisiikk bir gliven
seviyesinde oldugunu gosterir. 1’den daha diisiik bir BF degeri, modelin genel olarak
basarisiz oldugunu gosterir. Buna agiklamaya gore ise MLM ve MRM modellerinin BF
degeri 1’den oldukga diisiik hesaplanmig olup bu modellerin deneysel verileri tahmin
etmede basarisiz oldugu saptanmistir. Ote yandan 1’e en yakin BF degeri MGM ile 1.06
olarak hesaplanmistir. Boylece, MGM’nin ¢ok az bir yapisal sapma gosterdigi
anlagilmaktadir (Cizelge 4.60). ilaveten, AF degerlerinin ortalama olarak tahminin
deneysel verilerden MGM igin %9, MLM igin %38, MRM i¢in %17, Stannard i¢in
%35, Weibull icin %26, MMF i¢in %37, Asimetrik i¢in %36, Baranyi i¢in %3468,
Huang i¢in %182, Fitzhugh i¢in %85 ve Cone i¢in %26 oraninda farkli oldugunu
gostermektedir. Bu sonuca gore en diisiik farklilik MGM ile %9 diizeyinde belirlenirken
en yiiksek farklilik ise %3468 ile Baranyi modelinde hesaplanmistir (Cizelge 4.61).
Baranyi, Huang ve Fitzhugh modelleri ile hesaplanan BF ve AF degerlerinin 1’den
oldukga yiiksek olmasimin nedeni olarak lag fazi ve gecis faz1 degerlerinin deneysel
fermentasyon degerlerinden daha diisiik hesaplanmasi olarak diistiniilmiistiir (Cizelge
4.60). Sonug olarak diisik RMSE, MAE, MSD ve AIC degerleri, 0.99°dan yiiksek
R2degeri ve 1’e yakin m degeri ile MRM’yi kullanmanin Sase aktivitesini basarili bir
sekilde tahmin ettigini gostermistir. Ayrica, 1’e yakin BF ve AF degerleri ile de
MGM’ninSase aktivitesini basarili bir sekilde hesapladigi belirlenmistir. Boylece,
MGM ve MRM, Sase aktivitesinin deneysel verilerini bu c¢alismada kullanilan diger
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matematiksel modellerden daha iyi tahmin etmistir. Ote yandan MGM ve MRM’nin
kullanilmasiyla hesaplanan degerler, Sase aktivitesinin deneysel verileri ile ¢ok iyi bir
uyum saglamistir.

4.15.2.4. S/T oraninin matematiksel modellenmesi

MKD ile optimize edilen besiyeri kompozisyonunda gergeklestirilen
fermentasyonda lase ve Sase iiretimine ait deneysel verilerin matematiksel modellemesi
ile hesaplanan lase ve Sase degerlerinin birbirine orani ile deneysel ve tahmin edilen S/I
oranlari elde edilmistir (Cizelge 4.62). Bununla beraber, hem deneysel hem de
hesaplanan S/I oranlar1 grafikte gosterilmistir (EK-10). lase ve Sase aktivitelerinin
model tahminlerinden elde edilen sonuglara gore S/I oranlar1 hesaplanmis ve deneysel
S/ oranlar1 ile karsilastirilmistir (Cizelge 4.62). Deneysel fermentasyonun
baslangicindaki lase ve Sase aktivite degerleri 0.00 U/mL oldugu i¢in S/I oranlari
hesaplanmamistir. Fermentasyonun 1. ve 2. giinii i¢in hesaplanan S/I oranlar1 sirastyla
1.21 (maksimum deger) ve 0.87 olarak hesaplanmis olup ¢alismada kullanilan biitiin
matematiksel modeller ile S/I oranlar diigiik hesaplanmugtir. Ayrica, Baranyi modeli ile
bu oran 0.00 olarak hesaplanmis olup fermentasyonun 1., 2. ve 3. giinlerindeki tahmin
edilen Sase aktivitesinin 0.00 U/mL oldugu anlagilmaktadir. Minimum S/I orani ise
deneysel fermentasyonunun 4. giiniinde 0.51 olarak hesaplanmistir. Calismada
kullanilan MLM, MRM, Weibull ve Asimetrik modelleri ile deneysel fermentasyonun
4. glintindeki S/I oranmi yiiksek tahmin edilmis olup Cone modeli ile bu oran esit olarak
hesaplanmistir. Modellerin geri kalani ile de 4. giindeki S/I orani diisiik tahmin
edilmistir. Deneysel fermentasyonun 3. giiniinde hesaplanan S/I orani (0.54) MLM,
Weibull ve Asimetrik modelleri ile yiiksek hesaplanmis olup geri kalan modeller ile S/I
oranlar1 diisiik tahmin edilmistir. Bununla beraber, yalnizca Weibull ve Asimetrik
modelleri, 5. giindeki deneysel S/I oranini (0.66) yiiksek hesaplamistir. Bununla
beraber, sadece MMF modeli 6. giindeki deneysel S/I oranin1 (0.66) diisiik tahmin
etmistir. Modellerin geri kalan1 da 6. glindeki deneysel S/I oranini yiiksek hesaplamistir.
Fermentasyonun 7., 8. ve 10. giinlerindeki S/I oranlari (sirasiyla 0.84, 0.87 ve 0.93)
Asimetrik modelin disindaki modeller ile diisiik tahmin edilmis olup Asimetrik model
ile 7. ve 10. gilinlerdeki S/I oranlari esit olarak tahmin edilmis, 9. giindeki S/I orani
yiiksek hesaplanmistir. Diger yandan, deneysel caligmanin 9. giliniindeki S/I orani
(0.83), Baranyi ve Huang modelleri ile diigiik tahmin edilmis olup modellerin geri
kalani ile yiiksek hesaplanmistir. Calismada kullanilan biitiin matematiksel modeller ile
deneysel fermentasyonun 11., 12. ve 15. giinlerinde hesaplanan S/I oranlar (sirasiyla
0.89, 0.91 ve 1.00) diisiik hesaplanmistir. Genellikle, modeller ile 5-6. glinden itibaren
hesaplanan S/I oranlarmin deneysel S/I oranlarina genel olarak yaklastigi da Cizelge
4.62'deki degerlerden anlasilmaktadir (EK-10). Modellerin yardimi ile hesaplanan S/I
oranlarinin sonuglari model degerlendirme kriterlerine tabi tutulmus olup model
validasyonuile ilgili datalar Cizelge 4.63'te verilmistir. Sonuglara gore, en diisik RMSE
(0.17) Weibull modeli ile, MAE (0.11) ve MSD (0.08) MLM ve Weibull modeli ile elde
edilmistir. Maksimum R? degeri (0.1580) de Weibull modeli ile hesaplanmustir.
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Cizelge 4.62. Deneysel S/I oranlarinin modellerden hesaplanan S/I oranlar ile karsilastirilmasi

Matematiksel modeller

t(giin)  Deneysel MGM MLM MRM Stannard Weibull MMF Asimetrik Baranyi Huang Fitzhugh Cone

G0¢

1 1.21 0.15 0.56 0.36 0.14 0.71 0.16 0.57 0.00 0.01 0.02 0.31
2 0.87 0.26 0.57 0.40 0.25 0.72 0.26 0.63 0.00 0.01 0.12 0.38
3 0.54 0.37 0.59 0.46 0.37 0.72 0.35 0.67 0.00 0.08 0.27 0.45
4 0.51 0.48 0.61 0.53 0.49 0.73 0.44 0.71 0.37 0.37 0.42 0.51
5 0.66 0.59 0.65 0.60 0.60 0.74 0.55 0.76 0.57 0.57 0.56 0.59
6 0.66 0.68 0.69 0.68 0.69 0.76 0.65 0.80 0.67 0.67 0.67 0.67
7 0.84 0.75 0.74 0.75 0.77 0.78 0.74 0.84 0.74 0.74 0.76 0.74
8 0.87 0.81 0.79 0.80 0.83 0.81 0.82 0.88 0.78 0.78 0.83 0.80
9 0.83 0.86 0.84 0.85 0.87 0.84 0.87 0.91 0.81 0.81 0.87 0.85
10 0.93 0.89 0.88 0.89 0.90 0.88 0.91 0.93 0.83 0.83 0.91 0.89
11 0.89 0.92 0.92 0.92 0.93 0.92 0.94 0.95 0.90 0.90 0.93 0.91
12 0.91 0.94 0.94 0.94 0.95 0.94 0.96 0.96 0.99 0.99 0.95 0.93
15 1.00 0.97 0.98 0.97 0.98 0.99 0.98 0.98 0.99 0.99 0.98 0.97

Ortalama 0.83 0.67 0.75 0.71 0.67 0.81 0.67 0.81 0.59 0.60 0.64 0.69
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Cizelge 4.63. S/I oran1 i¢in matematiksel modellerin validasyonu

Model S/T orani

ode RMSE MAE MSD RZ _m  AIC BF  AF
MGM 0.35 017 012 00099 014 -1836 136 138
MLM 0.21 011 008 01160 027 -3285 1.09 1.16
MRM 0.27 014 010 00454 024 -19.80 120 1.23
Stannard 0.35 0147 012 00081 013 -13.04 135 1.39
Weibull 0.17 011 008 01580 020 -37.94 1.00 1.16
MMF 0.35 018 013 00253 024 -1835 137 1.40
Asimetrik 0.21 043 009 00233 011 -3238 1.00 1.8
Baranyi 0.45 025 018 00243 030 -617 1892 19.24
Huang 0.44 024 017 00186 026 -674 266 271
Fitzhugh 0.40 021 015 00076 015 -1420 172 1.76
Cone 0.29 0145 010 00324 021 -2320 123 1.25

Ayrica, maksimum RMSE (0.45), MAE (0.25) ve MSD (0.18) degerleri Baranyi
modeli ile belirlenmistir. Minimum R? degeri (0.0076) Fitzhugh modelinin kullanim ile
belirlenirken ve 1’e en uzak m degeri (0.11) ise Asimetrik model ile hesaplanmistir.
Diger yandan, modellerin basarili olup olmadiginin tespitinde AIC degeri de 6nemli bir
oOlgiittiir. Deneysel verileri tanimlamada en iyi model, minimum AIC degerine sahip
olan modelin oldugu 6ne siiriilmektedir. Bu agiklamadan yola ¢ikarak en diisik AIC
degerine sahip olan modelin Weibull model oldugu belirlenmistir (AIC=-37.94). Tam
tersine, maksimum AIC degeri (-6.17) Baranyi modeli ile hesaplanmistir. Diger yandan,
BF ve AF degerleri de hesaplanmis olup sonuglar Cizelge 4.63'te gosterilmistir. 1°den
daha biiyiik bir BF degeri, elde edilen model tahminlerinin daha diisiik bir gliven
seviyesine neden oldugunu gosterir. Bu agiklamaya gore, Baranyi ve Huang modelleri
ile BF degeri 1’den olduk¢a biiyiik hesaplanmigtir. Bu sonug, Baranyi ve Huang
modelleri ile hesaplanan degerlerin deneysel verilerden daha diisiik oldugunu ve ayrica
bu modellerin tahminlerinin daha diisiik bir giiven seviyesinde oldugunu gosterir. 1°den
daha diisiik bir BF degeri, modelin genel olarak basarisiz oldugunu gdsterir, ancak
1’den daha kiiciik bir BF degeri hesaplanmamustir. Ote yandan 1°e esit BF degeri
Weibull ve Asimetrik modelleri ile hesaplanmis olup bu modellerin yapisal sapma
gostermedigi anlagilmaktadir. Diger yandan, AF degerleri ile ilgili sonuglar da verilmis
olup elde edilen sonuglar, AF degerlerinin ortalama olarak tahminin deneysel
degerlerden MGM ig¢in %38, MLM icin %16, MRM i¢in %23, Stannard icin %39,
Weibull i¢in %16, MMF igin %40, Asimetrik i¢in %18, Baranyi i¢in %1824, Huang
icin %171, Fitzhugh icin %76 ve Cone icin %25 oraninda farkli oldugunu
gostermektedir. Bu sonuca gore en diisiik farklilik Weibull modeli ile %16 diizeyinde
belirlenirken en yiiksek farklilik ise %1824 ile Baranyi modelinde hesaplanmistir
(Cizelge 4.63). Deneysel ve tahmin edilen degerlerin korelasyonu ile birlikte elde edilen
sonuglar EK-10’da gosterilmistir. Eger S/I oranlar1 deneysel ¢aligmanin 3. giliniinden
itibaren korelasyon gerceklestirilirse daha yiiksek belirleme katsayisi degerleri ile
birlikte 1’e yakin egim degerleri elde edilebilir. Ciinkii modeller tarafindan deneysel
fermentasyonun baslangicindaki lase ve Sase aktiviteleri genellikle diisiik tahmin
edildigi icin deneysel S/I oranlarina gore diisiik hesaplanmakta dolayisiyla daha diisiik
belirleme katsayilar1 ve egim degerleri elde edilmektedir. Sonug¢ olarak diisiik RMSE,
MAE, MSD ve AIC degerleri, yiiksek R? degeri, 1’e esit BF degeri ve en diisiik AF
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degeri (%16 ) ile Weibull modelini kullanmanin S/I oranini basarili bir sekilde tahmin
ettigini gostermistir. Boylece, Weibull modeli, S/I oranmin deneysel verilerini bu
calismada kullanilan diger matematiksel modellerden daha iyi hesaplamistir. Ayrica,
Weibull modelinin kullanilmasiyla hesaplanan degerler, S/I oraninin deneysel verileri
ile ¢ok iy1 bir uyum saglamistir.

4.15.2.5. Slase iiretiminin matematiksel modellenmesi
MKD ile optimize edilen besiyeri kompozisyonunda gerceklestirilen
fermentasyonda Slase iiretimine ait deneysel verilerin matematiksel modellemesinde

kullanilan model parametreleri Cizelge 4.64'te gosterilmistir.

Cizelge 4.64. Deneysel Slase aktivite degerlerinin matematiksel modellemesinde
kullanilan model parametreleri ve deneysel Slase aktivite verileri

Parametre Slase (U/mg) t(giin) t(sa) Slase (U/mg) Slase/20 (U/mg)
Ao (U/mg) 0.00 0 0 0.00 0.00
Ao/20 (U/mg) 0.00 1 24 11.60 0.58
Anm (U/mg) 2861.00 2 48 161.14 8.06
An/20 (U/mg) 143.05 3 72 680.50 34.03
Q (U/mg/sa) 53.52 4 96 1965.02 98.25
Q/20 (U/mg/giin) 64.23 5 120 2283.86 114.19
A (sa) 59.25 6 144 2813.08 140.65
2 (giin) 2.47 8 192 2821.41 141.07
V1 0.685 10 240 2809.14 140.46
V2 940 11 264 2846.62 142.33
ho 3171.03 12 288 2861.00 143.05
ho/20 158.55

B 2211

ke 0.0102

ka 0.0116

01 3

02 5.153

d 5.548

To 86.013

ks 0.032

V3 10.41

Ka 0.012

Vs 55

MKD ile optimize edilen besiyeri kompozisyonunda gergeklestirilen
fermentasyonun deneysel Slase iiretim verileri, modellerden hesaplanan veriler ile
karsilagtiritlmis olup (Cizelge 4.65) hem deneysel hem de hesaplanan veriler grafikte
gosterilmistir (EK-11). Model tahminlerinden elde edilen sonuglara gére, MGM ve
MRM’nin disinda kalan modeller ile tahmin edilen minimum Slase aktivite degerleri
fermentasyonun baslangicindaki deneysel Slase aktivite degerine (0.00 U/mg) esit
olarak hesaplanmistir. MGM ve MRM’nin ise deneysel minimum Slase aktivite
degerinden yiiksek sonuglar tahmin ettigi saptanmistir. Bununla beraber, maksimum
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Slase aktivitesi deneysel calismanin 12. giinlinde 2861 U/mg olarak belirlenmistir.
Calismada kullanilan MLM, MRM, Weibull, Baranyi ve Huang modelleri ile tahmin
edilen maksimum Slase aktivite degerleri, deneysel maksimum Slase aktivite degerine
(2861 U/mg) esit hesaplanmis olup MGM, Stannard, MMF, Asimetrik, Fitzhugh ve
Cone modelleri ile deneysel maksimum Slase aktivite degerine olduk¢a yaklasilmistir.

Bununla birlikte, deneysel fermentasyonun 1. giiniindeki Slase aktivite degeri
(11.60 U/mg), MLM, MRM ve Weibull modelleri ile yiiksek tahmin edilirken
modellerin geri kalan1 ile diisik tahmin edilmistir. Ayrica, 1. giindeki deneysel Slase
aktivitesi (11.60 U/mg) MGM, Stannard ve Baranyi modelleri 0.00 U/mg olarak
hesaplanmistir. Deneysel fermentasyonun 2. giiniindeki Slase aktivitesi (161.14 U/mg),
Weibull ve Fitzhugh modellerinin kullanimi ile yiiksek hesaplanmis olup modellerin
geri kalani ile diisiik tahmin edilmistir. Baranyi modeli, deneysel Slase aktivitesini 0.00
U/mg olarak tahmin etmistir. Yalnizca Stannard modeli, fermentasyonun 3. giiniindeki
deneysel Slase aktivitesini (680.5 U/mg) diisiik tahmin ederken modellerin geri kalani
yiiksek hesaplamistir. Diger yandan, Baranyi ve Huang modelleri, fermentasyonun 4.
glinlindeki deneysel Slase aktivitesini (1965.02 U/mg) nispeten yiiksek tahmin etmistir.
Deneysel fermentasyonun 5. giiniindeki Slase aktivitesi (2283.86 U/mg) yalnizca
Fitzhugh modeli tarafindan diisiik hesaplanmis olup geri kalan modeller ile yiiksek
tahmin edilmistir. Ayrica, MLM, Baranyi ve Huang modellerinin fermentasyonun 6.
giiniindeki Slase aktivitesini (2813.08 U/mg) yiiksek hesaplamistir. Diger yandan, bu
calismada kullanilan matematiksel modeller arasindan yalnizca MMF ve Fitzhugh
modelleri, deneysel fermentasyonun 8. giiniindeki Slase aktivitesini (2821.41 U/mg)
diisiik tahmin etmistir. Ote yandan, calismada kullamlan modellerin tamami
fermentasyonun 10. ve 11. giiniindeki Slase aktivitesini (sirasiyla 2809.14 U/mg ve
2846.62 U/mL) yiiksek hesaplamistir. Fermentasyonun 5. giinii ve sonrasinda Baranyi
ve Huang modelleri ile tahmin edilen Slase aktivite degerleri birbirine esit olmus olup
aralarindaki fark yalnizca adaptasyon ve gegis fazlarinda goriilmektedir (Cizelge 4.65).

Cizelge 4.64'te verilen model parametrelerinin kullanimi ile MKD ile optimize
edilen besiyeri kompozisyonunda gerceklestirilen fermentasyonun Slase aktivitesi,
deneysel verilere bagl olarak sigmoidal gelisim fonksiyonlar: ile tanimlanmigtir. Elde
edilen model validasyon sonuglar1 Cizelge 4.66'da verilmistir. Minimum RMSE (81.60
U/mg) degeri Asimetrik modelin kullanimi ile belirlenirken minimum MAE (51.73
U/mg) ve MSD (36.58 U/mg) degerleri MRM’nin kullanimi ile elde edilmistir.
Maksimum R? degeri (0.9955) Asimetrik model ile tespit edilirken ve 1’ esit m
degerleri ise Asimetrik ve Cone modelleri kullanilarak hesaplanmistir. Diger yandan,
maksimum RMSE (182.40 U/mg) Baranyi modelin kullanimi ile belirlenirken
maksimum MAE (87.31 U/mg) ve MSD (61.74 U/mg) degerleri ise Weibull modelinin
kullanimi ile tespit edilmistir. Benzer sekilde minimum R? degeri (0.9830) ve 1’e en
uzak m degeri (0.89) ise Baranyi modelinin kullanimi ile tespit edilmistir. Diger yandan,
modellerin bagarili olup olmadiginin tespitinde AIC degeri de dnemli bir 6lgiit olarak
kabul edilmis olup en diisik AIC degerine sahip olan modelin deneysel verileri
tanimlamada en iyi model oldugu 6ne siiriilmektedir. Deneysel fermentasyondaki Slase
aktivitesinin matematiksel modellemesinde en diisiik AIC degerine sahip olan modelin
Asimetrik model oldugu belirlenmistir (AIC=132.32). Maksimum AIC degeri (159.90)
ise Baranyi modelinin kullanilarak tespit edilmistir.

208



60¢

BULGULAR VE TARTISMA

M. GERMEC

Cizelge 4.65. MKD ile deneysel Slase iiretim verilerinin modellerden hesaplanan Slase iiretim verileri ile karsilastirilmasi

Matematiksel modeller (U/mg)

t(giin)  Deneysel (U/mg) MGM  MLM  MRM Stannard Weibull MMF Asimetrik Baranyi Huang Fitzhugh Cone
0 0.00 0.00 4.59 1.23 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1 11.60 0.00 27.43 12.69 0.00 41.66 3.93 2.40 0.00 0.88 4.34 3.04
2 161.14 23.18 157.68 117.76 8.67 316.82  133.46 108.23 0.00 45.82 22947  131.35
3 680.50 690.62 743.97 72471  649.92 935.71  810.63 777.00 682.52 718.72  956.96  884.54
4 1965.02 1880.77 1943.21 1931.31 1960.16 1742.17 1817.22 1853.40 1967.03 1967.72 1746.06 1960.65
5 2283.86 2527.84 2653.03 2623.70 2597.97 2403.79 2420.69 247141 2861.00 2861.00 2281.85 2521.62
6 2813.08 2758.35 2824.26 2811.26 279150 2740.68 2671.12 2705.88 2861.00 2861.00 2577.57 2726.39
8 2821.41 2851.91 2859.98 2859.03 2856.43 2859.44 281555 2828.14 2861.00 2861.00 2797.72 2832.26
10 2809.14 2860.21 2860.98 2860.93 2860.71 2861.00 2846.45 285140 2861.00 2861.00 2847.27 2852.52
11 2846.62 2860.77 2861.00 2860.99 2860.93 2861.00 2852.08 2855.33 2861.00 2861.00 2854.63 2855.98
12 2861.00 2860.93 2861.00 2861.00 2860.98 2861.00 2855.30 2857.50 2861.00 2861.00 2858.04 2857.89
Ortalama 1750.31 1755.87 1799.74 1787.69 1767.93 1783.93 1747.86 1755.52 1801.42 1809.01 1741.26 1784.20
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Cizelge 4.66. MKD ile optimize edilen besiyerindeki Slase aktivitesi i¢in matematiksel
modellerin validasyonu

Slase aktivitesi (U/mg)

Model RMSE  MAE MSD  R? m _ AIC BF AF
MGM 91.76 5804 4104 00951 102 13561 316 3.25
MLM 11504 5403 3820 09930 1.01 14194 090 1.11
MRM 10650 51.73 3658 0.0938 1.02 144.83 1.00 1.06
Stannard 107.69  57.83  40.89 09939 1.03 14514 6.07 6.26
Weibull 122.06 87.31 6174 009911 097 14360 082 1.26
MMF 8526  58.76 4155 09950 099 13355 1.11 1.16
Asimetrik 81.60  56.92 4025 09955 1.00 13232 1.18 1.23
Baranyi 182.40 8252 5835 09830 1.05 159.90 097 1.03
Huang 17958  81.62 57.72 009833 1.04 15046 137 1.46
Fitzhugh 13026 8012 56.65 09893 096 14542 1.05 1.19
Cone 99.43  57.99 4101 09940 1.00 137.85 1.11 1.20

Diger yandan, BF ve AF degerleri de hesaplanmis olup sonuglar Cizelge 4.66'da
verilmistir. 1’den daha biiyiik bir BF degeri, elde edilen model tahminlerinin daha
diisiik bir gliven seviyesine neden oldugunu gosterir. Buna agiklamaya gore, MGM ve
Stannard modellerinin BF degeri 1’den oldukga biiyiik hesaplanmistir (Cizelge 4.66).
Bu sonug¢, MGM ve Stannard modelleri ile tahmin edilen degerlerin deneysel verilerden
daha diisiik oldugunu ve ayrica bu modelin tahminlerinin daha diisiik bir gliven
seviyesinde oldugunu gdsterir. 1’den daha diisiik bir BF degeri, modelin genel olarak
basarisiz oldugunu gosterir. Buna agiklamaya gore ise MLM, Weibull ve Baranyi
modellerinin BF degeri 1’in altinda tespit edilmis olup bu modellerin deneysel verileri
tahmin etmede basarisiz oldugu belirlenmistir. Ote yandan MRM’nin kullanimi ile 1’e
esit BF degeri hesaplanmistir. Boylece, MRM’nin yapisal sapma goéstermedigi
anlasilmaktadir (Cizelge 4.65). Ek olarak, Cizelge 4.66'da AF degerleri de verilmistir.
Elde edilen sonuglar, AF degerlerinin ortalama olarak tahminin deneysel degerlerden
MGM igin %225, MLM igin %11, MRM i¢in %6, Stannard i¢in %526, Weibull i¢in
%26, MMF i¢in %16 Asimetrik ig¢in %23, Baranyi i¢in %3, Huang i¢in %46, Fitzhugh
icin %19 ve Cone i¢in %20 oraninda farkli oldugunu gostermektedir. Bu sonuca gore en
disiik farklilik Baranyi ve MRM ile sirasiyla %3 ve %6 diizeylerinde elde edilirken en
yiiksek farklilik ise %526 ile Stannard modelinde tespit edilmistir (Cizelge 4.66). Sonug
olarak Hem MRM hem de Asimetrik modellerini kullanmanin Slase aktivitesini basarili
bir sekilde temsil ettigini diisik RMSE, MAE, MSD ve AIC degerleri, yiiksek
R2degerleri ve 1’e esit veya yakin m degerleri gdstermistir. Ayrica, 1°e esit BF degeri ve
%6 AF degeri ile de MRM’nin Slase aktivitesini basarili bir sekilde temsil ettigi de
goriilmektedir. Boylece, MRM ve Asimetrik modelleri, Slase aktivitesinin deneysel
verilerini bu c¢alismada kullanilan diger matematiksel modellerden daha 1yi
hesaplamistir. Ayrica, MRM ve Asimetrik modellerinin kullanilmasiyla hesaplanan
degerler, Slase aktivitesinin deneysel verileri ile iyi bir uyum saglamistir.
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4.15.2.6. SSase iiretiminin matematiksel modellenmesi

MKD ile optimize edilen besiyeri kompozisyonunda gerceklestirilen
fermentasyonda SSase iiretimine ait deneysel verilerin matematiksel modellemesinde
kullanilan model parametreleri Cizelge 4.67'de verilmistir.

Cizelge 4.67. Deneysel SSase aktivite degerlerinin matematiksel modellemesinde
kullanilan model parametreleri ve deneysel SSase aktivite verileri

Parametre SSase (U/mg) t(giin) t(sa) SSase (U/mg) SSase/20 (U/mg)
Ao (U/mg) 0.00 0 0 0.00 0.00
Ao/20 (U/mg) 0.00 1 24 14.12 0.71
Anm (U/mg) 2606.04 2 48 141.05 7.05
Amn/20 (U/mg) 130.30 3 72 366.42 18.32
Q (U/mg/sa) 23.77 4 96 993.14 49.66
Q/20 (U/mg/giin) 28.52 5 120 1507.37 75.37
A (sa) 55.80 6 144 1859.07 92.95
A (gtin) 2.32 8 192 2167.94 108.40
V1 0.094 10 240 2523.45 126.17
V2 690 11 264 2606.04 130.30
ho 1326.29 12 288 2530.79 126.54
ho/20 66.31

B 2204

kg 0.0079

k2 0.009

o1 3

02 3.477

d 3.512

To 110.46

ks 0.025

V3 10.49

ka4 0.009

V4 3.478

MKD ile optimize edilen besiyeri kompozisyonunda gerceklestirilen
fermentasyonun deneysel SSase iiretim verileri, modellerden hesaplanan veriler ile
karsilastirilmis olup (Cizelge 4.68) hem deneysel hem de hesaplanan veriler grafike
edilmistir (EK-12). Model tahminlerinden elde edilen sonuglara géore, MGM, MGM ve
MRM modelleri diginda geri kalan modeller ile tahmin edilen minimum SSase aktivite
degerleri fermentasyonun baslangicindaki deneysel SSase aktivitesi (0.00 U/mg) ile esit
tahmin edilmistir. Bu modellerin arasindan MGM ve MRM ile SSase aktivitesi
(sirasiyla 0.02 U/mg ve 0.61 U/mg), fermentasyonun baslangicindaki SSase aktivitesine
olduk¢a yakin hesaplanmis olup MGM ile ise yiiksek tahmin edilmistir. Deneysel
fermentasyonun 11. giiniinde maksimum SSase aktivitesi elde edilmistir (2606.04
U/mg). Calismada kullanilan Baranyi ve Huang modelleri ile fermentasyonun 8., 10.,
11. ve 12. giinlerinde tahmin edilen maksimum SSase aktivite degerleri, deneysel
maksimum SSase aktivitesine esit olmustur. Ancak, Baranyi ve Huang modellerinin
disinda fermentasyonun 11. giiniinde tahmin edilen biitiin SSase aktivite degerleri,
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deneysel fermentasyonun 11. giiniinde belirlenen maksimum SSase aktivite degerinden
diistik olmustur. Diger yandan, deneysel fermentasyonun 1. giiniindeki SSase aktivitesi
(14.12 U/mg), yalmizca MGM ve Weibull modelleri ile yiliksek tahmin edilirken
modellerin geri kalami ile diisiik hesaplanmigtir. Ote yandan, Baranyi modeli
fermentasyonun 1. giinlindeki aktivite degerini 0.00 U/mg olarak tahmin ederken ilging
sekilde Baranyi modeli fermentasyonun 2. giiniindeki aktivite degerini de 0.00 U/mg
olarak hesaplamistir. Bununla beraber, yalnizca MGM, fermentasyonun 2. giiniindeki
deneysel SSase aktivite degerini (141.05 U/mg) yiiksek tahmin ederken yalnizca
Stannard model, fermentasyonun 3. giintindeki deneysel SSase aktivite degerini (366.42
U/mg) yiiksek hesaplamistir. Deneysel ¢alismanin 4. giiniinde ise modellerin tamami
SSase aktivitesini (993.14 U/mg) diisiik tahmin etmistir.

Diger yandan, MGM, Stannard, Baranyi, Huang ve Fitzhugh modelleri,
fermentasyonun 5. giiniindeki deneysel SSase aktivitesini (1507.37 U/mg) yiiksek
hesaplamigtir. Deneysel fermentasyonun 6. giiniindeki SSase aktivitesi (1859.07 U/mg)
yalnizca MMF ve Cone modelleri tarafindan diisilk hesaplanmis olup geri kalan
modeller ile yiiksek tahmin edilmistir. Ayrica, ¢alismada kullanilan modellerin tamami
fermentasyonun 8. giliniindeki SSase aktivitesini (2167.94 U/mg) yiiksek hesaplamistir.
Diger yandan, MMF, Asimetrik ve Cone modelleri, deneysel fermentasyonun 10. ve 12.
giinlerindeki SSase aktiviteleri (sirastyla 2523.45 U/mg ve 2530.79 U/mg) diistik tahmin
etmistir.

Cizelge 4.67'de verilen model parametrelerinin kullanim1 ile MKD ile optimize
edilen besiyeri kompozisyonunda gerceklestirilen fermentasyonun SSase aktivitesi,
deneysel verilere bagli olarak sigmoidal gelisim fonksiyonlar1 (Cizelge 3.5) ile
tanimlanmistir. Elde edilen model validasyon sonuglar1 Cizelge 4.69'da sunulmustur.
Elde edilen sonuglara gore, en diisiik RMSE (63.40 U/mg), MAE (42.45 U/mg), ve
MSD (30.01 U7mg) degerleri Asimetrik modelin kullanimi ile elde edilirmistir.
Bunlarin maksimum degerleri sirasiyla Baranyi modeli ile 160.4 U/mg, Stannard modeli
ile 113.15 U/mg ve Stannard modeli ile 80.01 U/mg olarak hesaplanmistir. Diger
yandan maksimum R? degeri (0.9966) MMF ve Cone modellerinin kullanimi ile elde
edilirken minimum R? degeri (0.9869) Baranyi modeli uygulanarak tespit edilmistir.
Benzer sekilde egim degerleri de 0.97 (MMF) ile 1.08 (Stannard ve Baranyi) arasinda
degismis olup MGM 'nin kullanilmas: ile egim degeri 1.00 olarak hesaplanmigtir. Diger
yandan, modellerin basarili olup olmadiginin tespitinde AIC degeri de 6nemli bir
olgiittlir. Deneysel verileri tanimlamada en iyi model, minimum AIC degerine sahip
olan modelin oldugu 6ne siiriilmektedir. Deneysel fermentasyondaki SSase aktivitesinin
matematiksel modellemesinde en diigilk AIC degerine sahip olan modelin Asimetrik
model oldugu belirlenmistir (AIC=125.25) (Cizelge 4.69).
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Cizelge 4.68. MKD ile deneysel SSase iiretim verilerinin modellerden hesaplanan SSase iiretim verileri ile karsilastirilmasi

Matematiksel modeller (U/mg)

t(giin)  Deneysel (U/mg) MGM MGM MRM Stannard Weibull MMF Asimetrik Baranyi Huang Fitzhugh Cone
0 0.00 0.05 45.26 0.61 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1 14.12 6.60 106.05 13.45 0.01 17.70 12.58 12.17 0.00 0.70 0.62 12.56
2 141.05 96.32  240.84 11252 11.86 138.29  133.57 132.45 0.00 34.37 60.71 133.46
3 366.42 422.64 51186 430.81  245.03 438.04 472.10 474.15 385.14 39440 391.60 47193
4 993.14 95551 963.62 955.63  925.51 921.28 978.82 988.23 955.61 955.77 961.01  978.73
5 1507.37 1498.43 1523.93 1503.71 1656.60 1494.37 1476.33 1491.14  1526.09 1526.08 1525.19 1476.38
6 1859.07 1920.50 2011.11 1933.47 2137.42 2008.17 1853.58 1869.30 2096.56 2096.55 1948.81 1853.72
8 2167.94 237493 2478.78 2389.46 2509.02 2526.53 2267.50 2279.01 2606.04 2606.04 2389.65 2267.66
10 2523.45 2533.44 2583.02 254159 2587.19 2603.18 2438.46 244575 2606.04 2606.04 2539.07 2438.58
11 2606.04 2565.74 2596.40 2571.25 2597.78 2605.74 248351 2489.30 2606.04 2606.04 2569.09 2483.61
12 2530.79 2583.74 2602.02 2587.31 2602.42 2606.02 2514.37 2519.02 2606.04 2606.04 2585.70 2514.46
Ortalama 1337.22 1359.81 1423.90 1367.26 1388.44 1396.30 1330.07 1336.41 1398.87 140291 1361.04 1330.10
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Cizelge 4.69. MKD ile optimize edilen besiyerindeki SSase aktivitesi i¢in matematiksel
modellerin validasyonu

SSase aktivitesi (U/mg)

Model RMSE  MAE MSD  R? m _ AIC BF AF
MGM 7253 4789 33.86 00961 102 12902 1.09 1.15
MGM 12476 9380 66.33 09924 1.00 14421 075 1.34
MRM 7730 4916 3476 09958 1.02 13586 1.00 1.06
Stannard 15420 11315 80.01 09883 1.08 15519 2.39 258
Weibull 12552 7507 53.08 009911 1.04 14438 095 1.08
MMF 63.85 4446 3144 09966 097 12545 1.00 1.06
Asimetrik 63.40 4245 3001 09965 098 12525 1.00 1.06
Baranyi 160.40  96.69 6837 009869 1.08 156.30 097 1.04
Huang 158.00 9433 66.70 009872 1.07 155.89 1.44 156
Fitzhugh 80.03 5344 3779 09958 1.03 13178 141 147
Cone 63.81 4443 3142 09966 098 12543 1.00 1.06

Ote yandan, BF ve AF degerleri de hesaplanmis olup sonuglar Cizelge 4.69'da
gosterilmistir. 1’den daha biiyiik bir BF degeri, elde edilen model tahminlerinin daha
diisiik bir giiven seviyesine neden oldugunu gosterir. Bu agiklamaya goére, Stannard
modelin BF degeri 1’den oldukga biiyiik hesaplanmistir. Bu sonug, Stannard model ile
hesaplanan degerlerin deneysel verilerden daha diisiik oldugunu ve ayrica bu modelin
tahminlerinin daha diistik bir giiven seviyesinde oldugunu gosterir. 1’den daha diisiik bir
BF degeri, modelin genel olarak basarisiz oldugunu gosterir. Buna gére MGM, Weibull
ve Baranyi modellerinin BF degeri 1’den disiik hesaplanmis olup bu modellerin
deneysel verileri tahmin etmede basarisiz oldugu saptanmistir. Ote yandan 1°e esit BF
degerleri MRM, MMF, Asimetrik ve Cone modelleri ile hesaplanmistir. Bdylece,
MRM, MMF, Asimetrik ve Cone modellerinin yapisal sapma gostermedigi
anlasilmaktadir. EK olarak, Cizelge 4.69'da AF degerleri de gosterilmistir. Elde edilen
sonuglar, AF degerlerinin ortalama olarak tahminin deneysel degerlerden MGM igin
%15, MGM igin %35, MRM i¢in %6, Stannard i¢in %158, Weibull i¢in %8, MMF igin
%6, Asimetrik i¢in %6, Baranyi i¢in %4, Huang i¢in %56, Fitzhugh igin %47 ve Cone
icin %6 oraninda farkli oldugunu gostermektedir. Bu sonuca gore en diislik farklilik
Baranyi modeli ile %4 diizeyinde belirlenirken en yiiksek farklilik ise %158 ile
Stannard modelinde hesaplanmistir. Sonug olarak diisiik RMSE, MAE, MSD ve AIC
degerleri, yiiksek R? degeri (0.9965), 1’e yakin m degeri (0.98), 1’e esit BF degeri ve
%6 AF degeri ile Asimetrik modeli kullanmanin SSase aktivitesini basarili bir sekilde
tahmin ettigini gostermistir. Boylece, Asimetrik modeli, SSase aktivitesinin deneysel
verilerini bu caligmada kullanilan diger matematiksel modellerden daha 1yi tahmin
etmistir. Ote yandan Asimetrik modelinin kullanilmasiyla tahmin edilen degerler, SSase
aktivitesinin deneysel verileri ile giizel bir uyum saglamistir.

4.15.2.7. Slase/SSase oraninin matematiksel modellenmesi
MKD ile optimize edilen besiyeri kompozisyonunda gergeklestirilen

fermentasyonda Slase ve SSase {iretimine ait deneysel verilerin matematiksel
modellemesi ile hesaplanan Slase ve SSase degerlerinin birbirine orani ile deneysel ve
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tahmin edilen Slase/SSase oranlar1 elde edilmistir (Cizelge 4.70). Bununla beraber, hem
deneysel hem de hesaplanan Slase/SSase oranlar1 grafikte gosterilmistir (EK-13).

Cizelge 4.70. Deneysel Slase/SSase oranlarmin  modellerden  hesaplanan
Slase/SSaseoranlari ile karsilastirilmasi

t (giin)
Model  ————=%—72 "5 6 8 10 1 12

Ortalama

Deneysel 0.82 1.14 186 198 152 151 130 1.11 109 1.13 1.35
MGM 0.00 024 163 197 169 144 120 113 111 111 1.15
MLM 0.26 0.65 145 202 174 140 115 111 110 1.10 1.20
MRM 094 105 168 202 174 145 120 113 111 111 1.34
Stannard  0.00 0.73 265 212 157 131 114 111 110 1.10 1.28
Weibull 235 229 214 189 161 136 1.13 1.10 110 1.10 1.61
MMF 031 100 1.72 186 164 144 124 117 115 114 1.27
Asimetrik 0.20 0.82 164 188 166 145 124 117 115 1.13 1.23
Baranyi 0.00 0.00 1.77 206 187 136 110 110 1.10 1.10 1.15
Huang 127 133 182 206 187 136 110 110 110 1.10 1.41
Fitzhugh 7.04 3.78 244 182 150 132 117 112 111 111 2.24
Cone 024 098 1.87 200 1.71 147 125 117 115 114 1.30

Slase ve SSase aktivitelerinin model tahminlerinden elde edilen sonuclara gore
Slase/SSase oranlar1 hesaplanmis ve deneysel Slase/SSase oranlari ile karsilastirilmistir
(Cizelge 4.70). Deneysel fermentasyonun baslangicindaki Slase ve SSase aktivite
degerleri 0.00 U/mg oldugu igin Slase/SSase oranlar1 hesaplanmamistir.
Fermentasyonun 1. giinii i¢in hesaplanan Slase/SSase orani sirasiyla 0.31 olarak
hesaplanmis olup MRM, Weibull, Huang ve Fitzhugh modelleri ile Slase/SSase oranlari
yiiksek hesaplanmistir. Weibull, Huang ve Fitzhugh modelleri, 2. giindeki deneysel
Slase/SSase oranin (1.14) yiiksek tahmin etmis olup modellerin geri kalani ile disiik
hesaplanmistir. Diger yandan, 3. giindeki deneysel Slase/SSase orani (1.86) Stannard,
Weibull, Fitzhugh ve Cone modelleri ile yiliksek hesaplanmis olup MGM, MLM,
MRM, MMF, Asimetrik, Baranyi ve Huang modelleri ile diisiik tahmin edilmistir.
Ayrica, MGM, Weibull, MMF, Asimetrik ve Fitzhugh modelleri ile 4. giindeki deneysel
Slase/SSase orani (1.98) diisiik hesaplanmis olup 5. giindeki deneysel Slase/SSase orani
(1.52) yalnizca Fitzhugh modeli ile diisiik tahmin edilmistir. Deneysel ¢alismanin 6. ve
8. giinlerindeki Slase/SSase oranlari (sirasiyla 1.51 ve 1.30) ¢alismada kullanilan biitiin
modeller tarafindan diisiik hesaplanmistir. Calismadan elde edilen 10. giindeki
Slase/SSase orani (1.11) MLM ve Stannard modelleri ile esit tahmin edilirken Weibull,
Baranyi ve Huang modelleri ile diisik tahmin edilmistir. MGM, MRM, MMF,
Asimetrik, Fitzhugh ve Cone modelleri ile de yiiksek hesaplanmistir. Fermentasyonun
11. giiniinde belirlenen Slase/SSase orani (1.09) c¢alismada kullanilan modellerin
tamamu ile yiiksek tahmin edilmis olup 12. giindeki deneysel Slase/SSase orani (1.13)
ise MMF, Asimetrik ve Cone modelleri ile yiiksek hesaplanmistir. Ote yandan, modeller
ile 4. giinden itibaren hesaplanan Slase/SSase oranlarmin deneysel Slase/SSase
oranlarina genel olarak yaklastig1 da Cizelge 4.70'teki degerlerden anlagilmaktadir (EK-
13). Modellerin yardimi ile hesaplanan Slase/SSase oranlarinin sonuglart model
degerlendirme kriterlerine tabi tutulmus olup validasyon sonuglart Cizelge 4.71'de
gosterilmistir.
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Cizelge 4.71. Slase/SSase orani i¢gin matematiksel modellerin validasyonu

Slase/SSase orani

Model RMSE  MAE MSD  RZ m _ AIC BF AF
MGM 0.40 024 017 07117 143 -18.05 324 333
MLM 0.28 020 014 07640 120 -2753 122 1.26
MRM 0.11 009 006 08978 094 -4857 1.00 1.07
Stannard 0.40 026 019 08518 183 -13.13 279 3.06
Weibull 0.62 035 025 00226 021 -577 085 1.25
MMF 0.19 013 009 08477 111 -3939 1.12 1.17
Asimetrik 0.24 017 012 07962 117 -31.93 120 1.25
Baranyi 0.47 029 020 06963 160 -8.48 1.01 1.06
Huang 0.21 015 011 07006 085 -31.03 095 1.12
Fitzhugh 2.15 1.00 071 01540 -2.02 2910 072 1.49
Cone 0.20 012 008 08786 130 -3696 1.13 1.18

Cizelge 4.71'den elde edilen sonuglara gore, en diisik RMSE (0.11), MAE
(0.09) ve MSD (0.06) MRM ile elde edilmistir. Bunlarin en yiiksek degerleri ise
sirastyla 2.15, 1.00 ve 0.71 olarak Fitzhugh modelinin kullanimi ile belirlenmistir.
Maksimum R? degeri (0.8978) ve 1’e en yakin m degeri (0.94) de MRM ile hesaplanmis
olup minimum degerleri sirasiyla 0.1540 ve -2.02 olarak Fitzhugh modelinden elde
edilen degerlerin yardimi ile belirlenmistir. Ayrica, modellerin basarili olup olmadiginin
tespitinde AIC degeri de Oonemli bir Olgiittiir. Deneysel verileri tanimlamada en iyi
model, minimum AIC degerine sahip olan modelin oldugu o6ne siiriilmektedir. Bu
aciklamadan yola ¢ikarak en diisiik AIC degerine sahip olan modelin MRM oldugu
tespit edilmistir (AIC=-48.57). Tam tersine, maksimum AIC degeri (29.10) Fitzhugh
model ile hesaplanmistir. Diger yandan, BF ve AF degerleri de hesaplanmigtir. 1°den
daha biiyiik bir BF degeri, elde edilen model tahminlerinin daha diisiik bir giliven
seviyesine neden oldugunu gosterir. Bu agiklamaya gére, MGM ve Stannard modelleri
ile BF degeri 1’den oldukga biiyiik hesaplanmistir. Bu sonug, MGM ve Stannard
modelleri ile hesaplanan degerlerin deneysel verilerden daha diisiik oldugunu ve ayrica
bu modellerin tahminlerinin daha diisiik bir giiven seviyesinde oldugunu gosterir. 1°den
daha diisiik bir BF degeri, modelin genel olarak basarisiz oldugunu gosterir. Bu
agiklamaya gore ise Weibull, Huang ve Fitzhugh modellerinin BF degeri 1’den diisiik
hesaplanmis olup bu modellerin deneysel verileri tahmin etmede basarisiz oldugu
saptanmugtir. Ote yandan 1°e esit BF degeri MRM ile hesaplanmistir. Boylece,
MRM’nin yapisal sapma gostermedigi anlasilmaktadir. AF degerlerine gelince, AF
degerlerinin ortalama olarak tahminin deneysel verilerden MGM igin %233, MLM igin
%26, MRM i¢in %7, Stannard i¢in %206, Weibull i¢in %25, MMF i¢in %17, Asimetrik
icin %25, Baranyi i¢in %6, Huang i¢in %12, Fitzhugh igin %49 ve Cone igin %18
oraninda farkli oldugunu gostermektedir. Bu sonuca gore en disiik farklilik Baranyi
modeli ile %6 diizeyinde belirlenirken en yiiksek farklilik ise %233 ile MGM ile
hesaplanmistir. Sonu¢ olarak minimum RMSE, MAE, MSD ve AIC degerleri,
maksimum R? degeri, 1’e en yakin m degeri, 1’e esit BF degeri ve %7 AF degeri ile
MRM’yi kullanmanin Slase/SSase oranini basarili bir sekilde tahmin ettigini
gostermistir. Boylece, MRM, Slase/SSase oraninin deneysel verilerini bu ¢aligmada
kullanilan diger matematiksel modellerden daha iyi hesaplamistir. Ayrica, MRM’nin
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kullanilmasiyla hesaplanan degerler, Slase/SSase oraninin deneysel verileri ile nispeten
iyl bir uyum saglamstir.

4.15.2.8. Deneysel ve tahmin edilen kinetik parametrelerin karsilastirilmasi

Diger yandan, modellerden hesaplanan kinetik degerler kullanilarak deneysel
kinetik degerler ile daha fazla karsilastirma gerceklestirilmistir. Bu amacla, hem
deneysel hem de modeller ile tahmin edilen degerlerden lase, Sase, S/I orani, Slase,
SSase, Slase/SSase orani, prOteinlase, proteinSase, Qlase, QSase, QSIase, QSSase, Q@ekerve SUY
kinetik parametreleri hesaplanmistir. Deneysel ve tahmin edilen kinetik degerlere ait
veriler Cizelge 4.72'de gosterilmistir. Elde edilen sonuglara gore, Baranyi ve Huang
modelleri hari¢ ¢alismada kullanilan diger matematiksel modeller ile tahmin edilen lase
ve Sase aktiviteleri deneysel lase ve Sase aktivitesinden diisiik hesaplanmistir. Baranyi
ve Huang modelleri ile hesaplanan lase ve Sase aktiviteleri deneysel lase ve Sase
aktivitelerine esit olarak tahmin edilmistir. Bununla beraber, modellerin geri kalan1 ile
tahmin edilen lase ve Sase aktiviteleri, deneysel lase ve Sase aktivitesine olduk¢a yakin
hesaplanmistir. Bununla beraber, Weibull, MMF, Baranyi ve Huang modelleri ile
tahmin edilen S/I orani degerleri deneysel S/I oranina esit olarak hesaplanmistir.
Modellerin geri kalani (MGM, MLM, MRM, Stannard, Asimetrik, Fitzhugh ve Cone
modelleri) ile S/I oranlari deneysel S/I oranindan diisiik ve olduk¢a yakin
hesaplanmistir. Modelleme ¢alismasinda kullanilan maksimum lase ve Sase
aktivitelerin kabul edildigi 6rneklerde protein miktarlari sirasiyla 0.386 mg/mL ve 0.42
mg/mL olarak hesaplanmistir. Buradan hareketle, Slase ve SSase aktivite degerleri de
sirastyla 2861 U/mg ve 2606.04 U/mg olarak belirlenmistir (Cizelge 4.72). Diger
yandan, deneysel Slase aktiviteleri, MLM, MRM, Weibull, Baranyi ve Huang modelleri
ile esit olarak hesaplanirken deneysel SSase aktivitesi ise yalnizca Baranyi ve Huang
modelleri ile esit olarak hesaplanmistir. Modellerin geri kalani ile deneysel Slase ve
SSase aktiviteleri diisiikk tahmin edilmistir. Protein miktarlarinin tahminine gelince,
deneysel proteiniase Ve proteinsase degerleri yalnizca Baranyi ve Huang modelleri ile esit
olarak tahmin edilmis olup modellerin geri kalan1 diisiik hesaplamistir. Qiase degerleri de
hesaplanmis olup deneysel degeri 5.341 U/mL/sa olarak hesaplanmistir. MGM, MLM
ve MRM’den hesaplanan Qase degerleri deneysel Qiase degerinden diisiik
hesaplanmistir. Modellerin geri kalani ile deneysel degerden yiiksek hesaplanmistir.
Hem deneysel fermentasyon verilerinden hem de modellerden hesaplanan fermentasyon
verileri ile Qsase degerleri de hesaplanmig olup MGM, MLM, MRM ve Huang modelleri
ile deneysel degerden (5.304 U/mL/sa) diisiik hesaplanmis olup yalnizca Baranyi
modeli ile deneysel degere esit olarak hesaplanmistir. Geriye kalan modeller, deneysel
Qsase degerini yliksektahmin etmistir. Diger yandan, modellerin tamami ile deneysel
Qsiase degeri (53.521 U/mg/sa) diisiikk tahmin edilmis olup yalnizca Stannard model
deneysel Qssase degerini (23.77 U/mg/sa) yiiksek tahmin etmistir. Modellerin geri kalani
ise deneysel Qssase degerini diisiik hesaplamistir (Cizelge 4.72). Weibull modeli ile
hesaplanan Qjyeker degeri, deneysel Qgerer degerinden (0.286 g/L/sa) yiiksek olmus olup
Fitzhugh modeli ile hesaplanan Qgeker degeri, deneysel Qgerer degerine esit olmustur.
Modellerin geri kalani ise deneysel Qgerer degerini diisiik hesaplamustir. SUY degerleri
de hesaplanmis olup Weibull ve Fitzhugh modelleri ile hesaplanan SUY degerleri
deneysel degere (%97.69) esit olmustur. Ayrica, MGM, MLM, MRM, Asimetrik,
Baranyi ve Huang modelleri, deneysel SUY degerini yiiksek hesaplamis olup Stannard,
MMF ve Cone modelleri diisiik tahmin etmistir.
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Cizelge 4.72. MKD ile optimize edilen besiyeri kompozisyonunda gergeklestirilen fermentasyondan deneysel ve tahmin edilen kinetik
parametrelerin karsilastirilmasi

Matematiksel modeller

Parametreler Deneysel MGM MLM MRM Stannard Weibull MMF Asimetrik Baranyi Huang Fitzhugh Cone
lase (U/mL) 1103.12 1055.90 1084.72 1066.93 1068.81 1102.02 1032.58 1019.89 1103.12 1103.12 1061.19 1038.12
Sase (U/mL) 1095.30 1025.34 1062.30 1040.18 1043.32 1087.68 1016.63 996.23  1095.30 1095.30 1039.12 1002.24
S/1 orani 0.99 0.97 0.98 0.98 0.98 0.99 0.99 0.98 0.99 0.99 0.98 0.97
Slase (U/mg) 2861.00 2860.93 2861.00 2861.00 2860.98 2861.00 2855.30 2857.50 2861.00 2861.00 2858.04 2857.89
SSase (U/mg) 2606.04 2583.74 2602.02 2587.31 2602.42 2606.02 2514.37 2519.02 2606.04 2606.04 2585.70 2514.46
Slase/SSase orani 1.098 1107 1100 1.106 1.099 1.098 1.136 1.134 1.098 1.098 1.105 1.137

Proteinjase (Mg/mL) 0.386 0.369 0.379 0.373 0.374 0.385 0.362 0.357 0.386 0.386 0.371 0.363
Proteinsase (Mg/mL) 0.420 0.397 0.408 0.402 0.401 0.417 0.404 0.395 0.420 0.420 0.402 0.399

Qiase (U/mL/sa) 5.341 5.144 5.022 5.164 5.858 6.517 5.876 5.585 5.332 5.339 5.793 6.016
Qsase (U/mL/sa) 5.304 5.130 5.117 5.095 5.708 5.887 5.746 5.347 5.304 5.299 5.759 5421
Qstase (U/mg/sa) 53.521 38.700 39.772 39.562  40.656 30.585 35.078 36.358 45385 44631 31596  38.110
Qssase (U/mg/sa) 23.770 22412 21.823 22.352  29.408 22.643  20.922 21.187 23.770 23.653 23.616  20.926
Qjeker @/L/sa) 0.286 0.251 0.234 0.251 0.235 0.294 0.270 0.240 0.164 0.205 0.286 0.271

SUY (%) 97.69 100.00 100.00 100.00 97.65 97.69 97.33 98.99 99.98 99.98 97.69 97.38
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Sonug olarak, model kiyaslama verilerine gore seker tiiketiminin deneysel
verileri MMF ve Cone modelleri ile, lase iiretiminin deneysel verileri Stannard,
Fitzhugh, Cone ve MMF modelleri ile, Sase iiretiminin deneysel verileri MGM ve
MRM ile, S/1 oraninin deneysel verileri Weibull modeli ile, Slase iiretiminin deneysel
verileri MRM ve Asimetrik modelleri ile, SSase iiretiminin deneysel verileri Asimetrik
model ile ve Slase/SSase oraninin deneysel verileri ise MRM ile basarili bir sekilde
tahmin edilmistir.

4.16. Enzimin Substrat Spesifikliginin Matematiksel Modellemesi

Bu c¢alismada, Bolim 4.9°da gerceklestirilen calismaya ait deneysel veriler,
Cizelge 3.6'daki 10 farkli matematiksel model kullanilarak modellenmis olup deneysel
verilerin modellenmesi bakimindan en iyi model(ler) model degerlendirme kriterlerine
gore belirlenmistir. Deneysel olarak hesaplanan kinetik parametreler (Vmax ve Km),
modellerden tahmin edilen veriler kullanilarak da hesaplanmis olup elde edilen sonuglar
karsilastirlmistir.  Iki tekerriirlii olarak gerceklestirilen analizlerden elde edilen
sonuclarin ortalama degerleri, matematiksel modelleri fit etmek icin kullanilmis olup
modellemelerde Microsoft Office Excel 2013 programi kullanilmigtir. Substrat olarak
inlilin ve sukroz kullanilarak gergeklestirilen analizlerden elde edilen sonuglarin
matematiksel modellemesi sirasiyla gergeklestirilmis olup sonuglar asagida
tartisilmastir.

4.16.1. iniilin ile gerceklestirilen deneysel ¢calismanin modellenmesi

Substrat olarak iniilinin kullanimi ile gerceklestirilen analizlerden elde edilen
sonugclara ait deneysel verilerin (Cizelge 4.73) matematiksel modellemesinde kullanilan
model parametreleri Cizelge 4.73'te gosterilmistir. Iniilin kullanilarak gergeklestirilen
analizden elde edilen sonuglarin deneysel degerleri, modellerden hesaplanan veriler ile
karsilastirilmis olup (Cizelge 4.74) hem deneysel hem de hesaplanan veriler grafike
edilmistir (EK-14).

Model tahminlerinden elde edilen sonuglara gore, Asimetrik, Fitzhugh ve Cone
modelleri disinda geri kalan modeller ile tahmin edilen lase aktivite degerleri, 1 g/L
iniilin kullanilarak gercgeklestirilen analizin sonunda belirlenen deneysel lase aktivite
degerinden (61.69 U/mL) yiiksek tahmin edilmis olup von Bertalanffy modeli ile esit
olarak hesaplanmistir. Substrat olarak 5 g/L iniilin kullanilarak ger¢eklestirilen analizin
sonunda tespit edilen lase aktivitesi (250.85 U/mL), Weibull ve Mitscherlich modelleri
ile yiiksek hesaplanirken modellerin geri kalami ile diigiik tahmin edilmistir. Diger
yandan, Stannard, Asimetrik, von Bertalanffy ve Brody & Monomolecular modelleri,
10 g/L iniilin ile gergeklestirilen deneysel ¢alismadan elde edilen lase aktivitesini
(380.38 U/mL) diisiik tahmin ederken modellerin geri kalam1 yiiksek hesaplamistir.
Substrat olarak 20 g/l ve 90 g/L iniilin kullanildiginda elde edilen lase aktiviteleri
(sirasiyla 542.06 U/mL ve 835.01 U/mL), ¢alismada kullanilan biitiin matematiksel
modeller tarafindan yiiksek hesaplanmistir.
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Cizelge 4.73. Substrat olarak iniilin kullanilarak gerceklestirilen deneysel ¢alismanin
modellenmesinde kullanilan parametre ve lase aktivitesi degerleri

Parametre Deger Iniilin ([S], g/L) lase (U/mL)
Ao (U/mL) 61.69 1 61.69
Am (U/mL) 896.41 5 250.85
Q (U/mL/[S]) 35.02 10 380.38
Vi 392 20 542.06
S 1951 30 702.28
k1 0.0515 40 798.76
ko 0.0769 50 849.63
01 1 70 896.41
02 1.611 90 835.01
d 1.718

[S]L 14.1956

k3 0.0485

Ka 0.0532

to -0.3403

Ks 0.0485

Ke 0.04436

k7 0.056

V2 1.012

ks 0.089

V3 1.31

30 g/L iniilin kullanildiginda elde edilen lase aktivitesi (702.28 U/mL) ise
Stannard, Weibull, MMF, von Bertalanffy, Fitzhugh ve Cone modelleri ile yiiksek
hesaplanmis olup Asimetrik, Exponansiyel, Brody & Monomolecular ve Mitscherlich
modelleri ile diisiik tahmin edilmistir. Ote yandan, yalnizca Stannard ve Fitzhugh
modelleri, 40 g/L iniilin ile elde edilen lase aktivitesini (798.76 U/mL) ylksek
hesaplarken modellerin geri kalan1 diisiik hesaplamis olup 50 g/L iniilin konsantrasyonu
ile gerceklestirilen reaksiyon sonucundaki deneysel lase aktivitesi degeri (849.63
U/mL) ise yalnizca Stannard modeli ile yiiksek tahmin edilmis olup modellerin geri
kalan1 diisiik hesaplamistir. 70 g/L iniilin ile gergeklestirilen reaksiyonda ise 896.41
U/mL lase aktivitesi elde edilmis olup kullanilan matematiksel modellerin tamami
diisiik tahmin etmistir.

Cizelge 4.73'te verilen model parametrelerinin kullanimi ile iniilin kullanilarak
gerceklestirilen reaksiyonlardan elde edilen lase aktivitesi degerleri, deneysel verilere
bagli olarak matematiksel modeller (Cizelge 3.6) ile tahmin edilmistir. Elde edilen
model validasyon sonuglar1 Cizelge 4.75'te sunulmustur.
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Cizelge 4.74. Substrat olarak iniilinin kullanildig1 deneysel ¢alismanin matematiksel modellemesi

Iniilin ([S], g/L)
Model 1 5 10 20 30 40 50 70 90
lase (U/mL) (Deneysel) 61.69 250.85 380.38 542.06 702.28 798.76 849.63 896.41 835.01
Stannard 132.73 210.39 338.28 592.63 755.27 835.46 870.90 892.08 895.69
Weibull 103.59 251.19 397.66 598.41 718.36 790.02 832.84 873.72 888.31
MMF 74.87 209.07 392.04 618.24 724.12 779.04 810.85 844.42 861.00
Asimetrik 9.30 127.95 317.25 576.50 702.24 767.03 803.98 842.10 860.38
Eksponansiyel 101.21 241.44 382.48 579.98 701.59 776.46 822.56 868.41 885.80
von Bertalanffy 61.69 221.69 379.28 592.63 717.96 791.59 834.83 875.16 889.08
Brody & Monomolecular 101.21 241.44 382.48 579.98 701.59 776.46 822.56 868.41 885.80
Mitscherlich 136.30 259.88 386.50 569.19 686.43 761.66 809.94 860.80 881.75
Fitzhugh 47.14 215.25 380.49 601.08 727.54 799.90 841.27 878.41 890.54
Cone 36.17 230.54 414.06 609.87 702.39 753.61 785.32 821.61 841.31
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Cizelge 4.75. Substrat olarak iniilinin kullanildigi deneysel calismada kullanilan
matematiksel modellerin validasyonu

Model lase (U/mL)

RMSE MAE MSD R? m AIC BF AF
Stannard 46.33 4224 29.87 0.9813 1.02 109.05 1.00 1.07
Weibull 31.98 2594 18.34 0.9909 0.96 93.25 0.98 1.03
MMF 38.88 33.46 23.66 0.9811 0.97 97.16 1.01 1.06
Asimetrik 5745 47.77 33.78 0.9819 1.07 9596 1.11 1.13
Eksponansiyel 29.23 2420 17.11 0.9904 0.96 8245 1.00 1.03
von Bertalanffy 28.48 2153 15.23 0.9908 1.02 81.93 1.00 1.04
Brody & Monomolecular 29.23 2420 17.11 0.9904 0.96 82.45 1.00 1.03
Mitscherlich 38.12 3243 2293 0.9881 0.91 81.76 1.00 1.04
Fitzhugh 31.76 2418 17.09 0.9901 1.04 84.11 1.00 1.04
Cone 4547 3756 26.56 0.9773 095 91.29 1.01 1.06

Cizelge 4.75'ten elde edilen sonuglara goére, minimum RMSE (28.48 U/mL),
MAE (21.53 U/mL) ve MSD (15.23 U/mL) degerleri von Bertalanffy modeli ile elde
edilmis olup bunlarin maksimum degerleri (sirasiyla 57.45 U/mL, 47.77 U/mL, 33.78
U/mL) Asimetrik model ile belirlenmistir. Maksimum R? degeri (0.9909) Weibull
model ile tespit edilirken minimum R? degeri (0.9773) ise Cone modelinin kullanimu ile
elde edilmistir. Diger yandan, 1’e en yakin m degerleri Stannard ve von Bertalanffy
modelleri ile belirlenirken 1’e en uzak m deger de Mitscherlich modeli ile saptanmistir.
Ote yandan, modellerin basarili olup olmadiginin tespitinde AIC degeri de énemli bir
oOl¢iit olarak kabul edilmis olup en diisiik AIC degerine sahip olan modelin deneysel
verileri tanimlamada en iyi model oldugu One siiriilmektedir. Deneysel
fermentasyondaki lase aktivitesinin matematiksel modellemesinde en disiik AIC
degerine sahip olan modelin Mitscherlich model oldugu belirlenmis olup (AIC=81.76)
bunu von Bertalanffy modeli takip etmistir (AIC=81.93). Diger yandan, BF ve AF
degerleri de 6nemli kistaslardir ve degerleri hesaplanmis olup sonuclar Cizelge 4.75'te
gosterilmistir. 1’den daha biiylik bir BF degeri, elde edilen model tahminlerinin daha
disiik bir gliven seviyesine neden oldugunu gosterir. Bu aciklamaya gore, diger
degerleri goz Oniine alindiginda Asimetrik modelin BF degeri 1°den nispeten biiyiik
hesaplanmistir. Bu sonug, Asimetrik model ile tahmin edilen degerlerin deneysel
verilerden daha diisiik oldugunu ve ayrica bu modelin tahminlerinin daha diisiik bir
giliven seviyesinde oldugunu gosterir. 1’den daha diisiik bir BF degeri, modelin genel
olarak basarisiz oldugunu gosterir. Buna gore ise yalnizca Weibull modelinin BF degeri
1’in altinda tespit edilmis olup bu, modelin deneysel verileri tahmin etmede basarisiz
oldugu anlamma gelir. Ote yandan 1’e esit BF degerleri, Stannard, Eksponansiyel, von
Bertalanffy, Brody & Monomolecular, Mitscherlich ve Fitzhugh modelleri ile elde
edilmistir. Boylece, bu modellerin yapisal sapma géstermedigi anlagilmigtir. Ayrica, AF
degerlerinin ortalama olarak tahminin deneysel verilerdenStannard i¢in %7, Weibull,
Eksponansiyel ve Brody & Monomolecular igin %3, MMF ve Cone igin %6, Asimetrik
icin %13 ve von Bertalanfty, Mitscherlich ve Fitzhugh i¢in %4 oraninda farkli oldugunu
gostermektedir. Bu sonuca gore en diisiik farklilik Weibull, Eksponansiyel ve Brody &
Monomolecular modelleri ile %3 diizeyinde elde edilirken en yiiksek farklilik ise %13
ile Asimetrik modelinde tespit edilmistir. Sonu¢ olarak, von Bertalanffy modelini
kullanmanin lase aktivitesini basarili bir sekilde temsil ettigini minimum RMSE, MAE
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ve MSD degerleri, diisiik AIC degeri (81.93), yiiksek R2degeri (0.9908), 1’¢ yakin m
degeri (1.02), 1’e esit BF degeri ve %4 AF degeri gostermistir. Ayrica, von Bertalanffy
modelinin kullanilmasiyla hesaplanan degerler, lase aktivitesinin deneysel verileri ile
¢ok 1yi bir uyum saglamistir.

4.16.2. Sukroz ile gerceklestirilen deneysel ¢alismanin modellenmesi
Substrat olarak sukrozun kullanimi ile gergeklestirilen analizlerden elde edilen
sonuglara ait deneysel verilerin (Cizelge 4.76) matematiksel modellemesinde kullanilan

model parametreleri Cizelge 4.76'da verilmistir.

Cizelge 4.76. Substrat olarak sukroz kullanilarak gerceklestirilen deneysel ¢alismanin
modellenmesinde kullanilan parametre ve Sase aktivitesi degerleri

Parametre Deger Sukroz ([S], g/L) Sase (U/mL)
Ao (U/mL) 4.64 1 4.64
Am (U/mL) 1266.56 5 75.43
Q (UImL/[S]) 20.52 10 256.70
V2 421.6 30 614.56
B 2004 40 735.61
K1 0.0212 50 837.35
k2 0.03391 70 936.76
o1 1 80 1009.27
02 1.469 90 1044.94
d 1.479 100 1091.13
[SIL 31.55 120 1195.80
ks 0.0212 180 1263.63
kg 0.02085 200 1266.56
to 1

ks 0.0212

Ke 0.0193

k7 0.0246

V2 1.19

Ks 0.0311

V3 1.511

Sukroz kullanilarak gergeklestirilen analizden elde edilen sonuglarin deneysel
verileri, modellerden hesaplanan veriler ile karsilastirilmig olup (Cizelge 4.77) hem
deneysel hem de hesaplanan veriler grafikte gosterilmistir (EK-15). Elde edilen
sonuglara gore, von Bertalanffy modeli disinda geri kalan modeller ile tahmin edilen
Sase aktivite degerleri, 1 g/L sukroz kullanilarak gergeklestirilen analizin sonundaki
deneysel Sase aktivite degerinden (0.00 U/mL) yiiksek tahmin edilmis olup von
Bertalanffy modeli ile esit olarak hesaplanmistir. Substrat olarak 5 g/L sukroz
kullanilarak gergeklestirilen analizin sonunda tespit edilen Sase aktivitesinin (75.43
U/mL), yalnizca Stannard ve Cone modelleri ile diisiiktahmin ederken modellerin geri
kalan1 yiiksek hesaplamistir. Diger yandan, 10 g/L, 30 g/L, 120 g/L ve 180 g/L sukroz
konsantrasyonlari ile gergeklestirilen deneysel ¢alismalardan elde edilen Sase aktivite
degerleri (sirasiyla 256.70 U/mL, 614.56 U/mL, 1195.80 U/mL ve 1263.63 U/mL)
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sirasiyla yalnizca Mitscherlich modeli, MMF modeli, Stannard modeli ve Stannard
modeli ile yiiksek tahmin edilmis olup modellerin geri kalani diisiik hesaplamistir. 40
g/L sukroz kullanildiginda elde edilen Sase aktivitesi (735.61 U/mL), ¢alismada
kullanilan Stannard, MMF, Asimetrik ve Cone modelleri tarafindan yiiksek
hesaplanirken 50 g/L sukroz kullanildiginda ise belirlenen dencysel Sase aktivitesini
(837.35 U/mL) Stannard, MMF, Asimetrik ve Fitzhugh modelleri yiiksek tahmin
etmistir. Modellerin geri kalani ise 40 ve 50 g/L sukroz ile gergeklestirilen reaksiyondan
tespit edilen Sase aktivitelerini diisiik hesaplamistir. 70 g/L ve 80 g/L sukroz
kullanildiginda elde edilen Sase aktiviteleri (sirasiyla 936.76 U/mL ve 1009.27 U/mL)
ise ¢caligmada kullanilan biitiin matematiksel modeller tarafindan yiiksek hesaplanmistir.
Diger yandan, yalnizca Asimetrik model, 90 g/L sukroz ile elde edilen Sase aktivitesini
(1044.94 U/mL) diisiik hesaplarken modellerin geri kalani yiiksek tahmin etmistir. 120
g/L sukroz konsantrasyonu ile gergeklestirilen reaksiyon sonucundaki denecysel Sase
aktivitesi degeri (1195.80 U/mL) ise MMF ve Asimetrik modelleri ile disiik
hesaplanmis olup modellerin geri kalani yiiksek hesaplamistir. 200 g/L sukroz ile
gerceklestirilen reaksiyonda ise 1266.56 U/mL Sase aktivitesi elde edilmis olup
calismada kullanilan matematiksel modellerin tamamu diisiik tahmin etmistir.

Cizelge 4.76'da verilen model parametrelerinin kullanimi ile substrat olarak
sukroz kullanilarak gergeklestirilen reaksiyonlardan elde edilen Sase aktivitesi degerleri,
deneysel verilere bagli olarak matematiksel modeller (Cizelge 3.6) ile tanimlanmistir.
Elde edilen model validasyon sonuglar1 Cizelge 4.78'de sunulmustur. Sonuglara gore,
minimum RMSE (27.34 U/mL), MAE (25.14 U/mL) ve MSD (17.77 U/mL) degerleri
von Bertalanffy modeli ile elde edilmis olup bunlarin maksimum degerleri (sirasiyla
104.14 U/mL, 80.91 U/mL, 57.21 U/mL) Stannard model ile belirlenmistir. Maksimum
R? degeri (0.9962) Weibull, Eksponansiyel, von Bertalanffy ve Brody &
Monomolecular modelleri ile tespit edilirken minimum R? degeri (0.9697) ise Asimetrik
modelinin kullanimi ile elde edilmistir. Diger yandan, 1’e esit m degeri von Bertalanffy
modeli ile belirlenirken 1’e en uzak m degeri (1.10) de Stannard modeli ile tespit
edilmistir. Ote yandan, modellerin basarili olup olmadigmnin tespitinde AIC degeri de
onemli bir 6l¢iit olarak kabul edilmis olup en diisiik AIC degerine sahip olan modelin
deneysel verileri tanimlamada en iyi model oldugu one siiriilmektedir. Deneysel
fermentasyondaki Sase aktivitesinin matematiksel modellemesinde en diisik AIC
degerine sahip olan modelin von Bertalanffy model oldugu belirlenmis olup
(AIC=84.79) maksimum AIC degerine sahip olan modelin de Stannard oldugu
saptanmistir (AIC=126.93).
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Cizelge 4.77. Substrat olarak sukrozun kullanildig1 deneysel ¢alismanin matematiksel modellemesi

Model Sukroz ([S], g/L)

1 5 10 30 40 50 70 80 90 100 120 180 200

Sase (U/mL) (Deneysel) 464 7543 256.70 614.56 735.61 837.35 936.76 1009.27 1044.94 1091.13 1195.80 1263.63 1266.56
Stannard 40.26 73.95 136.35 544.85 753.96 920.69 1122.73 1176.10 1210.16 1231.58 1253.23 1265.83 1266.28
Weibull 26.57 127.38 241.96 596.03 724.13 827.75 979.39 1034.25 1078.63 1114.53 1167.07 1238.67 1248.31
MMF 8.72 87.01 214.77 641.25 772.75 867.25 988.83 1029.02 1060.62 1085.94 1123.59 1183.54 1194.77
Asimetrik 764 7796 195.77 609.75 743.33 840.99 968.58 1011.21 1044.89 1071.96 1112.36 1176.98 1189.12
Eksponansiyel 26.57 127.38 241.96 596.03 724.13 827.75 979.39 1034.25 1078.63 1114.53 1167.07 1238.67 1248.31
von Bertalanffy 0.00 101.35 216.70 574.68 704.89 810.60 966.07 1022.62 1068.53 1105.80 1160.61 1236.23 1246.57
Brody & Monomolecular  26.57 127.38 241.96 596.03 724.13 827.75 979.39 1034.25 1078.63 1114.53 1167.07 1238.67 1248.31
Mitscherlich 87.70 175.28 275.67 592.98 711.21 808.68 955.30 1009.93 1054.98 1092.11 1147.97 1229.31 1241.24
Fitzhugh 15.19 97.31 206.81 584.23 725.61 839.36 1002.02 1058.85 1103.64 1138.86 1188.22 1248.58 1255.56
Cone 6.65 71.78 185.16 600.13 736.80 837.00 967.82 1011.41 1045.75 1073.29 1114.23 1179.20 1191.29
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Diger yandan, BF ve AF degerleri de 6nemli Olgiitler olup sonuglar Cizelge
4.78'de verilmistir. 1’den daha biiylik bir BF degeri, elde edilen model tahminlerinin
daha diisiik bir giiven seviyesine neden oldugunu gosterir. Ancak bu ¢alismada boyle bir
durum séz konusu degildir. Ote yandan, 1’den daha diisiik bir BF degeri, modelin genel
olarak basarisiz oldugunu gosterir. Buna gore Weibull, Exponansiyel, Mitscherlich ve
Fitzhugh modellerinin BF degeri 1’in altinda tespit edilmis olup bu, modellerin
deneysel verileri tahmin etmede basarisiz oldugu anlamina gelir. Bununla beraber 1’e
esit BF degerleri, Stannard, MMF ve von Bertalanffy modelleri ile elde edilmistir.
Boylece, bu modellerin yapisal sapma gostermedigi anlasilmistir. Ayrica, AF
degerlerinin ortalama olarak tahminin deneysel verilerden Stannard i¢in %13, Weibull,
Eksponansiyel ve Brody & Monomolecular i¢in %7, MMF, von Bertalanffy ve Fitzhugh
icin %6, Asimetrik ve Cone i¢in %5, ve Mitscherlich i¢in %9 oraninda farkli oldugunu
gostermektedir. Bu sonuca gore en diisiik farklilik Asimetrik ve Cone modelleri ile %5
diizeyinde elde edilirken en yiiksek farklilik ise %13 ile Stannard modelinde tespit
edilmistir.

Cizelge 4.78. Substrat olarak sukrozun kullanildig1 deneysel c¢aligmada kullanilan
matematiksel modellerin validasyonu

Model Sase (U/mL)

RMSE MAE MSD R? m AIC BF AF
Stannard 104.14 80.91 57.21 0.9697 1.10 126.93 1.00 1.13
Weibull 27.87 25.35 17.92 0.9962 0.98 94.17 0.96 1.07
MMF 43.95 36.36 25.71 0.9900 0.96 103.28 1.00 1.06
Asimetrik 4448 29.83 21.09 0.9923 0.96 94.53 1.03 1.05
Eksponansiyel 27.87 2535 17.92 0.9962 0.98 85.17 0.96 1.07
von Bertalanffy 27.34 25.14 17.77 0.9962 1.00 84.79 1.00 1.06
Brody & Monomolecular 27.87 2535 17.92 0.9962 0.98 85.17 0.96 1.07
Mitscherlich 43.38 32.22 22.78 0.9956 0.92 88.02 0.94 1.09
Fitzhugh 36.23 29.55 20.90 0.9937 1.02 90.42 0.99 1.06
Cone 44.83 30.07 21.27 0.9923 0.97 94.68 1.05 1.05

Sonug olarak, von Bertalanffy modelini kullanmanin Sase aktivitesini basarili bir
sekilde temsil ettigini minimum RMSE, MAE ve MSD degerleri, minimum AIC degeri
(84.79), maksimum R? degeri (0.9962), 1’e esit m degeri, 1’e esit BF degeri ve %6 AF
degeri goOstermistir. Ayrica, von Bertalanffy modelinin kullanilmasiyla hesaplanan
degerler, Sase aktivitesinin deneysel verileri ile ¢ok iyi bir uyum saglamstir.

4.16.3. Deneysel ve tahmin edilen Vimax ve Km degerlerinin karsilastirilmasi

Modeller araciligiyla tahmin edilen veriler kullanilarakhesaplanan Vmax ve Kn
degerleri ile deneysel Vmax Ve Km degerleri arasinda daha fazla kiyaslama
gerceklestirilmistir. Bu amacla, tahmin edilen deneysel veriler kullanilarak Vmax ve Km
degerleri Lineweaver-Burk, Eadie-Hofstee, Hanes-Woolf hiz esitlikleri ve GraphPad
Prism 7 programi ile hesaplanmistir. Farkli substratlardan elde edilen Vmax ve Km
degerlerine ait veriler Cizelge 4.79 ve Cizelge 4.80'de sunulmustur.
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Substrat olarak iniilin ile gergeklestirilen analizlerden elde edilen deneysel Viax
ve Kn degerleri ile birlikte modellerden elde edilen veriler kullanilarak hesaplanan Vimax
ve Kmn degerleri incelendiginde en basarili modelin oldugu goriilmektedir. Ciinki
deneysel Vmax ve Km degerlerini yiiksek korelasyon katsayisi ile birlikte en iyi tahmin
eden model, von Bertalanffy modelidir (Lineweaver-Burk: Vmax = 1000 U/mL, Kn =
15.3 g/L, R?=0.9986; Eadie-Hofstee: Vmax= 1104.4 U/mL, Kn=17.85 g/L, R?= 0.9732;
Hanes-Woolf: Vimax = 1111.11 U/mL, Kn = 17.33 g/L, R? = 0.9962; ve GraphPad Prism
7: Vmax= 1101 U/mL, K= 17.43 g/L, R?=0.9951).

Substrat olarak sukroz ile gerceklestirilen analizlerden elde edilen deneysel Vmax
ve Kn degerleri ile birlikte modellerden elde edilen veriler kullanilarak Lineweaver-
Burk hiz esitligi ile hesaplanan Vmax Ve Km degerleri incelendiginde en basarili modelin
Mitscherlich oldugu goriilmektedir (Lineweaver-Burk: Vmax = 1666.67 U/mL, Ky =
50.17 g/L, R? = 0.9926). Diger yandan, elde edilen veriler Eadie-Hofstee hiz esitligine
konuldugunda Stannard, von Bertalanffy, Fitzhugh modelleri hari¢ geri kalan
modellerin tamami yiiksek belirleme katsayisi ile birlikte deneysel Vmax ve Kn
degerlerini basarili bir sekilde tahmin etmistir. Ozellikle Mitscherlich modelinin yiiksek
R? degeri (0.9894) ile birlikte deneysel Vmax Ve Km degerlerini basariyla tahmin ettigi
dikkat ¢ekmektedir (Eadie-Hofstee: Vimax = 1583.1U/mL, Kn = 47.74 g/L, R? = 0.9894).
Ote yandan, Hanes-Woolf hiz esitligi ile de deneysel Vmax Ve Km degerleri basarili bir
sekilde kullanilan modeller tarafindan basarili bir sekilde tahmin etmis olup belirleme
katsayist acisindan en basarili modelin Mitscherlich oldugu tespit edilmistir (Hanes-
Woolf: Vmax = 1666.67 U/mL, Km = 48 g/L, R?> = 0.9979). Tahmin edilen sonuglar
GraphPad Prism 7 programinda islendiginde ise hemen hemen tiim modeller tarafindan
deneysel Vimax Ve Km degerlerinin basarili bir sekilde tahmin edildigi belirlenmis olup en
basarili modelin belirleme katsayisi acgisindan belirlendiginde Mitscherlich oldugu
saptanmis olup Vmax, Km Ve R? degerleri sirastyla 1554 U/mL, 45.01 g/L ve 0.9964
olarak belirlenmistir.

Sonu¢ olarak, substrat olarak iniilin kullanildiginda deneysel Vmax Ve Knm
degerlerinin tahmininde, yiiksek belirleme katsayisi ile birlikte en basarili matematiksel
modelin von Bertalanffy oldugu, substrat olarak sukroz kullanildiginda ise en basarili
matematiksel modelin Mitscherlich oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.79. Iniilin iizerinde gerceklestirilen lase aktivitesinin deneysel ve tahmin edilen kinetik parametrelerinin karsilastiriimasi

Model Lineweaver-Burk Eadie-Hofstee Hanes-Woolf GraphPad Prism 7
Vimax (U/mML) Km(g/L) R? Vimax (U/mML) Km(g/L) R? Vimax (U/mML) Km(g/L) R? Vimax (U/mL) Km(g/L) R?

Deneysel 1055.55 16.13  0.9996 1068.45 16.58 0.9532 1055.55 14.60 0.9817 1080 16.99 0.9832
Stannard 666.67 433 0.8567 841.55 6.32 0.5944 1111.11 15.33 0.9765 1148 18.49 0.9739
Weibull 769.23 6.62 0.9769 916.70 9.13 0.8457 1000.0 12.80 0.9951 1069 15.47 0.9948
MMF 833.33 10.33  0.9879 998.31 13.69 0.8976 1000.0 14.10 0.9935 1046 15.30 0.9907
Asimetrik 2500.0 87.25 0.9683 1168.90 26.16 0.5889 1250.0 28.63 0.9439 1129 21.84 0.9788
Eksponansiyel 769.23 6.77 0.9738 903.03 9.28 0.8281 1000.0 13.60 0.9941 1076 16.66 0.9951
von Bertalanffy 1000.0 15.30 0.9986 1104.40 17.85 0.9732 1111.11 17.33  0.9962 1101 17.43 0.9951
Brody & Monomolecular 769.23 6.77 0.9739 903.03 9.28 0.8281 1000.0 13.60 0.9941 1076 16.66 0.9951
Mitscherlich 714.29 443 0.9334 815.54 592 0.7260 1000.0 12.80 0.9915 1049 15.78 0.9890
Fitzhugh 1428.57 29.14  0.9997 1205.70 22.62 0.9572 1111.11 18.78 0.9918 1109 17.49 0.9933
Cone 2500.0 67.50 0.9945 1063.40 18.76  0.7518 1000.0 17.20 0.9797 998.1 13.94 0.9943
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Cizelge 4.80. Sukroz iizerinde gerceklestirilen Sase aktivitesinin deneysel ve tahmin edilen kinetik parametrelerinin karsilastirilmasi

Model Lineweaver-Burk Eadie-Hofstee Hanes-Woolf GraphPad Prism 7
Vimax (U/m L) Km (g/L) R? Vmax (U/m L) Km (g/L) R? Vmax (U/m L) Km (g/L) R? Vimax (U/m L) Km (g/L) R?

Deneysel 1666.67 53.00 0.9881 1578.3 4551 0.9492 1547.62 4420 0.9952 1578 45.45 0.9925
Stannard 666.67 16.60 0.8869 1579.6 43.48 0.2574 2000.00 70.20 0.8524 1725 48.36 0.9624
Weibull 2000.0 71.00 0.9977 1689.5 54.97 0.9559 1666.67 48.83 0.9935 1595 46.77  0.9958
MMF 2000.0 81.20 0.9839 1566.8 46.82 0.7896 1428.57 38.29 0.9847 1486 39.00 0.9890
Asimetrik 2500.0 113.25 0.9834 1584.8 51.20 0.7598 1428.57 42.43 0.9796 1501 42,55 0.9891
Eksponansiyel 2000.0 71.00 0.9977 1689.5 54.97 0.9559 1666.67 48.83 0.9935 1595 46.77  0.9958
von Bertalanffy 2000.0 81.20 0.9959 1743.9 61.72 0.9222 1666.67 53.17 0.9895 1625 51.00 0.9942
Brody & Monomolecular 2000.0 71.00 0.9977 1689.5 54.97 0.9559 1666.67 48.83 0.9935 1595 46.77 0.9958
Mitscherlich 1666.67 50.17 0.9992 1583.1 47.74  0.9894 1666.67 48.00 0.9979 1554 45.01 0.9964
Fitzhugh 2500.0 108.00 0.9924 1782.2 61.93 0.8474 1666.67 51.67 0.9806 1643 49.16  0.9906
Cone 2500.0 121.25 0.9816 1594.1 52.62 0.7180 1428.57 4414 0.9739 1516 44,02 0.9881
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5. SONUCLAR

Bu tez ¢alismasinda, oncelikle farkli karbon kaynaklarindan Aspergillus niger
A42 (ATCC204447) ile lase iiretimi incelenmis olup kinetik parametre sonuglarina gore
en iyi karbon kaynagi secilmistir. En iyi karbon kaynagi kullanilarak elde edilen lase
enzim soliisyonu, Na-asetat tampon pH’1, inkiibasyon sicakligi ve inkiibasyon siiresi
acisindan enzimin en iyi ¢alisma kosullarini belirlemek amaciyla kullanilmistir. Daha
sonra, secilen en iyi karbon kaynaginda g¢alkalamali inkiibatérde lase iiretiminin
besiyeri kompozisyonu, sirasiyla PBD ve MKD yontemleriyle gergeklestirilmistir.
Optimum besiyeri formiilasyonlarinda gercgeklestirilen fermentasyonlarin kinetik
modellemesi yapilmis olup fungal gelisim igin lojistic model, enzim veya protein
tiretimi i¢cin LP model ve substrat tiikketimi icin MLP model kullanilmigtir. MKD ile
optimize edilen besiyeri kompozisyonunda kiiciik Olcekli ve bilyik oOlgekli
fermentasyon denemeleri  gerceklestirilmistir.  Uretilen enzim, santrifiij-siire
kombinasyonu ve UF prosesi ile kismi saflastirildiktan sonra enzimin spesifik
ozellikleri (substrat spesifikligi ve Vmax Ve Kn kinetik degerlerinin belirlenmesi, enzim
konsantrasyonunun etkisi, farkli reaktiflerin etkisi, enzim stabilitesi iizerine sicakligin
etkisi, termodinamik parametrelerin hesaplanmasi, molekiiler agirligin tespiti) tespit
edilmistir. Diger yandan, hem PBD hem de MKD ile optimize edilen besiyeri
formiilasyonlarinda gerceklestirilen fermentasyonlarin deneysel verileri, matematiksel
modeller kullanilarak tahmin edilmis olup fermentasyonlar modellenmistir. Model
kiyaslama verilerine (RMSE, MAE, MSD, m, R? AIC, BF ve AF) gore en iyi
model(ler) tespit edilmistir. Ote yandan, enzimin substrat spesifikligine ait deneysel
veriler de matematiksel modeller kullanilarak hesaplanmis olup deneysel ve tahmin
edilen kinetik parametre degerleri (Vmax Ve Km) karsilagtirilmis ve elde edilen sonuglara
gore en iyi model(ler) belirlenmistir.

Farkl1 karbon kaynaklar1 kullanilarak gergeklestirilen erlenmayer denemelerinde
karbon kaynaklarinin lase aktivitesi ve kinetik parametre degerleri iizerine etkisi
istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0.05). Maksimum lase, Qiase, QgererVe SUY
degerleri sirasiyla 383.73 U/mL, 6.73 U/mL/sa, 0.37 g/L/sa ve % 98.99 olarak melasin
kullanimiyla belirlenmistir. Boylece, lase iiretiminde en iyi karbon kaynaginin melas
oldugu tespit edilmistir.

Melas kullanilarak elde edilen enzim soliisyonu, enzimin optimum c¢alisma
kosullarinin belirlenmesinde kullanilmistir. Substrat olarak iniilin kullanilarak yapilan
analizlerin sonucunda optimum pH, inkiibasyon sicaklig1 ve inkiibasyon siiresi sirasiyla
pH 4.8, 60°C ve 10 dakika olarak belirlenmistir. Substrat olarak sukroz kullanilarak
gergeklestirilen analizlerin sonucunda optimum pH, inkiibasyon sicaklig1 ve inkiibasyon
stiresi sirasiyla pH 4.9, 60°C ve 10 dakika olarak belirlenmistir. Enzim analizlerinde
biitlinliigii saglamak amaciyla 100 mM Na-asetat tamponunun pH degeri 4.8’e
ayarlanmugtir.

Besiyeri kompozisyonu PBD kullanilarak optimize edilmistir. Bu amagla 11
farkli besiyeri bileseni kullanilmis olup gergeklestirilen fermentasyon denemelerinin
sonucunda maya ekstrakti, pepton ve amonyum nitratin enzim iretimi iizerinde
istatistiksel olarak 6nemli etkisinin oldugu belirlenmistir. Ayrica maya ekstrakti ve
peptonun enzim {retimi iizerine istatistiksel olarak Onemli pozitif yonde etkisinin
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oldugu, amonyum nitratin ise istatistiksel olarak 6énemli negatif yonde etkisinin tespit
edilmistir. Yani, besiyerinde maya ekstrakti ve pepton konsantrasyonunun artmasi ile
birlikte aktivitenin arttigi, amonyum nitrat konsantrasyonunun artmasi ile birlikte
aktivitenin azaldig1 belirlenmistir. Bu sonuglara gore Besiyeri A (kontrol), Besiyeri B
(%1 maya ekstrakti, %1 pepton ve %0.1 amonyum nitrat icerir) ve Besiyeri C (%1
maya ekstrakti ve %1 pepton igerir) olmak iizere 3 farkli besiyerinde dogrulama
denemeleri gerceklestirilmis olup en iyi sonuglar Besiyeri C kullanilarak elde edilmistir.
Besiyeri C’nin kullanimi ile lase, Sase, I/S orani, protein miktari, Slase, SSase, Qiase,
Qseker, SUY ve pH degerleri sirastyla 1011.02 U/mL, 834.28 U/mL, 1.22, 0.34 mg/mL,
3008.21 U/mg, 2488.24 U/mg, 158.49 U/mL/giin, 6.18 g/L/giin, %94.54 ve 6.30 olarak
bulunmustur.

PBD dizayn sonuglarina goére maya ekstrakti ve peptonun enzim aktivitesi
tizerine Onemli Olcilide etkisinin oldugu yapilan dogrulama denemelerinin sonucunda
anlagilmistir. Bu ¢alismanin devami olarak, bu onemli degiskenlerin besiyerinde
kullanilan seviyelerinin daha ileri diizeyde optimizasyonu, MKD ile gerceklestirilmistir.
Yapilan ¢alismalarin sonuglari ve 3D ylizey grafiklerinden elde edilen bulgulara gore
besiyerinde kullanilan maya ekstraktt konsantrasyonunun artmasi ve pepton
konsantrasyonunun azalmasi ile birlikte enzim aktivitesi ve diger kinetik parametre
degerlerinde Onemli oOlciide etkili oldugu tespit edilmistir. Dogrulama denemeleri
sonrasinda optimum besiyeri kompozisyonunun %4.20 maya ekstraktindan olusmasi
gerektigi anlasilmistir. Bu kosullarda gergeklestirilen dogrulama denemesi ile lase,
Sase, I/S orani, protein miktari, Slase, SSase, X, pH, Qiase, Qyerer V& SUY degerleri
sirastyla 1294.50 U/mL, 1076.85 U/mL, 1.20, 0.40 mg/mL, 3209.83 U/mg, 2671.61
U/mg, 17.35 g/L, 6.84, 159.57 U/mL/giin, 7.39 g/L/giin ve %98.08 olarak belirlenmistir.
Sonug olarak, MKD ile besiyeri optimizasyonunun fermentasyon sonuglarini gelistirdigi
ve artirdig anlagilmistir. Ayrica, belirlenen I/S oranlarmin 10%'den biiyiikk olmasi
nedeniyle enzimin lase dogasinda oldugu belirlenmistir.

PBD ve MKD ile optimize edilen besiyeri formiilasyonlarinda gergeklestirilen
fermentasyonlarin sonuclar1 kinetik olarak modellenmis olup enzim veya protein
dretiminin PBD ile optimize edilen besiyeri ortaminda fungal gelisimden bagimsiz
oldugu (a<0 ve p#0), MKD ile optimize edilen besiyerinde ise enzim iiretiminin karisik
gelisimle ilgili (a#0 and pS#0) oldugu sonucuna ulasilmis olup Onerilen kinetik
modellerden tahmin edilen verilerin deneysel degerler ile uyumlu oldugu tespit
edilmistir. Yapilan kiigiik 6lgekli (5-L) biyoreaktor denemelerinin  sonucunda
fermentasyonlarin pH kontrolsiiz ve havalandirmali ortamda devam ettirilmesi gerektigi
bulunmus olup pH kontrollii ve havalandirmali ortamda elde edilen aktivite degerlerine
gore basarili sonuglar elde edilmistir (Cizelge 4.21). Ote yandan MKD ile optimize
edilen besiyerinde gergeklestirilen flask fermentasyonlarina gére lase ve Sase aktivite
degerleri 1294.50 U/mL ve 1076.85 U/mL'den sirasiyla pH kontrolsiiz/havalandirmali
ortamda 1810.76 U/mL ve 1537.88 U/mL'ye ve pH kontrollii/havalandirmali ortamda
1825.38 U/mL ve 1170.46 U/mL'ye artirilmistir. Biiytik 6lgekli (30-L) pH kontrollii ve
havalandirmali ortamda gerceklestirilen fermentasyon denemesinden ise lase ve Sase
aktivite degerleri sirasiyla 791.35 U/mL ve 616.90 U/mL olarak Olc¢lilmiistiir. Diger
yandan, hem kiigiik Olgcekli hem de biiyiik Olgekli fermentasyonlarda asir1 fungal
gelisimin olmasi (Sekil 4.47 ve Sekil 4.49), fermentasyon ortaminin havalandirmasinin
ve karigtirmasinin yetersiz olmasina neden oldugu belirlenmis olup bu sorunun farkli
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fermentasyon stratejileri (pH degistirme, immobilizasyon, biyofilm reaktor,
mikropartikiil ekleme) ve modlar1 (beslemeli-kesikli, tekrarlanan-kesikli, siirekli) ile
iistesinden gelinebilecegi diisiiniilmektedir.

Fermentasyon sonrasinda elde edilen enzim sollisyonu, santrifiij-siire
kombinasyonu kullanilarak kismi olarak saflagtirilmis olup sonuglar arasinda
istatistiksel olarak 6nemli bir farkliligin oldugu belirlenmistir (P<0.05). Elde edilen
sonuglara gore, en iyi santrifiij-siire kombinasyonu 16873 g-5 dakika olarak belirlenmis
olup lase aktivitesi, verim artisi, Slase aktivitesi ve saflastirma katsayisi degerleri
sirastyla 1181.18 U/mL, %43.02, 2098.86 U/mg ve 1.39 olarak belirlenmistir. Diger
yandan, flask fermentasyondan ve pH kontrolsiiz’havalandirmali biyoreaktorden elde
edilen enzim soliisyonu UF prosesi ile de kismi olarak saflastirilmis olup UF prosesinin
de istatistiksel olarak énemli oldugu anlasilmistir (P<0.05). Flask ile elde edilen enzim
soliisyonuna yonelik 10 kDa UF prosesi uygulamasinda retentant igin lase aktivitesi,
protein miktari, Slase aktivitesi ve saflastirma katsayis1 degerleri sirasiyla 12065.20
U/mL, 1.17 mg/mL, 10281.77 U/mg ve 5.33 olarak tespit edilmistir. 30 kDa UF
prosesinin uygulanmasi ile bu degerler sirasiyla 9316.90 U/mL, 1.04 mg/mL, 8941.12
U/mg ve 4.63 olarak bulunmustur. Biyoreaktdrden elde edilen enzim soliisyonu 50 kDa,
30 kDa ve 10 kDa memran kartuslar ile saflastirildiginda lase ve Sase aktivite degerleri
sirasiyla 50 kDa i¢in 9882.17 U/mL ve 8220.52 U/mL, 30 kDa i¢in 10474.22 U/mL ve
8727.29 U/mL ve 10 kDa igin 11292.86 U/mL ve 8931.95 U/mL olarak bulunmustur.
Sonug olarak, hem santrifiij-siire kombinasyonu hem de UF prosesi ile enzim soliisyonu
basarili bir sekilde kismi saflagtirilmis olup saflastirma katsayilar1 kayda deger sekilde
artmistir.

Flask fermentasyondan elde edilen lase enziminin substrat spesifikliginin ve
enzimin kinetik parametrelerinin belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen analizlerde,
substrat olarak iniilin kullanildiginda Vimax ve Kn degerleri sirasiyla 1110 U/mL ve 17.79
g/L olarak belirlenmistir. Substrat olarak sukroz kullanildiginda ise bu degerler sirasiyla
1623 U/mL ve 49.43 g/L olarak tespit edilmistir. Havalandirmali ve pH kontrolsiiz
biyoreaktorden elde edilen enzimin Vmax V€ Km degerleri substrat olarak iniilin
kullanildiginda 4321 U/mL ve 28.77 g/L ve substrat olarak sukroz kullanildiginda ise bu
degerler sirasiyla 4202 U/mL ve 25.95 g/L olark hesaplanmistir. Sonug olarak, diistik
aktiviteli enziminin substrat olarak kullanilan iniiline diisik Km degeri nedeniyle
sukrozdan daha ¢ok (2.78 kat) affinite (ilgi) gosterdigi, tam tersine yiiksek aktiviteli
enzimin sukroza daha ¢ok affinite gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica, hesaplanan 1/S
oranlarinin  10%’den biiyiikk olmasi nedeniyle enzimin lase dogasinda oldugu
anlasilmstir.

Diger yandan, enzim konsantrasyonunun aktivite {izerine etkisi incelenmis olup
substrat iizeriene eklenen enzim konsantrasyonunun artmasi ile birlikte hem enzim
aktivitesinin hem de spesifik aktivitenin arttig1 belirlenmistir. Maksimum lase, Sase,
Slase ve SSase aktivite degerleri 200 pL. enzim konsantrasyonu eklenerek elde edilmis
olup bu degerler sirasiyla 2286.35 U/mL, 2798.00 U/mL, 10992.07 U/mg ve 13451.93
U/mg olarak belirlenmistir. Ayrica, substrat iizerine eklenen enzim konsantrasyonunun
artmasi ile I/S oraninin 6.88’dan 0.80’ye azaldigi tespit edilmistir. Dolayisiyla, elde
edilen I/S oran1 sonuglarma gore, I/S oranmin 10°?’den biiyiik olmas1 nedeniyle enzimin
lase dogasinda oldugu anlagilmistir.
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Enzim soliisyonu lizerine eklenen ajanlarin aktivite iizerine etkisi incelenmistir.
Elde edilen sonuglara gére, yalnizca Mn?"nin aktiviteyi artirdigi tespit edilmistir.
Bununla beraber, Li*, Sr**, Na*, K*, Ca?*, Ba**, Fe*, Zn**, AI** ve Co*’nin enzimin
aktivite degerini nispeten azalttig1 belirlenmis olup %90’1n {izerinde aktivite degerleri
elde edilmistir (P>0.05). Ayrica, Ag* ve Cu?’nin enzimin aktivite degerini onemli
olglide azalttig1 tespit edilmis olup (P<0.05) bu iki ajanin enzimin inhibitdrleri oldugu
sonucuna ulasilmistir.

Enzimatik bir reaksiyonun Ea, Eia, A, D-degeri, Z-degeri, Qio-degeri, K, ti/2, 4H,
AG ve AS degerleri tespit edilmis olup sonuglar hem lase hem de Sase acgisindan
degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglara gore lase i¢in Ea, Eia, A Ve Z-degeri sirasiyla
37.30 kJ/mol, 112.86 kJ/mol, 4.3x108 umol/mL.dk ve 12.80°C olarak bulunmustur.
Sase i¢in bu degerler sirasiyla 44.22 kJ/mol, 182.87kJ/mol, 4.6x10° umol/mL.dk ve
8.95°C olarak belirlenmistir. Elde edilen aktivasyon enerjileri incelendiginde lase'nin
Ea, Eia Ve Z degerlerinin Sase'nin Ea, Eia Ve Z degerlerinden yiiksek oldugu tespit
edilmis olup aktivasyon enerjisi yiiksek olan Sase'nin reaksiyon hizinin yavas oldugu
belirlenmistir. Diger yandan, sicakligin artmasi ile birlikte Qio, Kg Ve 4S degerleri artmig
olup D, ti2, 4H ve AG degerleri de azalmistir.

Enzimin stabilitesi tizerine sicakligin etkisi incelenmistir. Sonuglar, 6 saatlik
slirenin sonunda enzimin 30°C ve 40°C’de oldukga stabil oldugu, 50°C’de yaklagik %80
aktivite gosterdigi (yaklasik %20 aktivite kayb1), 60°C’de %78 aktive kaybinin oldugu
(%22 aktivite gosterdigi) ve 70°C ve 80°C sicakliklarda ise aktivitenin neredeyse
tamaminin  (%99’un iizerinde) kayboldugunu gostermistir. Bu sonucglara gore,
aktivitenin biiylik bir boliimiiniin 60°C ve sonrasindaki sicakliklarda kayboldugu
dolayistyla bu sicakliklardan sonra enzimin protein yapisinin denatiire oldugu
anlagilmistir. Diger yandan, farkli sicaklik ve siirelerde gerceklestirilen enzimatik
reaksiyonlarin inaktivasyon hiz sabitleri de hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar,
sicakligin artmasi ile birlikte inaktivasyon hiz sabiti degerlerinin istatistiksel olarak
anlamli 6lgiide arttigini gostermistir (P<0.05). Mikrobiyal yolla melastan iiretilen lase
enziminin molekiill agirhgr da Dbelirlenmis olup SDS-PAGE analiz sonucu
incelendiginde Aspergillus niger A42 (ATCC 204447) ile iretilen lase enziminin
molekiiler agirlhiginin 60-70 kDa arasinda oldugu belirlenmistir.

PBD ve MKD ile tespit edilen optimum kosullarda gergeklestirilen fermentasyon
denemelerine ait deneysel veriler, 11 farkli matematiksel model kullanilarak tahmin
edilmis ve bu tahmin edilen veriler kullanilarak en iyi model(ler) belirlenmistir. Elde
edilen sonuglara gore, PBD ile optimize edilen besiyeri kompozisyonunda
gerceklestirilen fermentasyona ait verilerin matematiksel modellemesi ile hesaplanan
degerler kullanilarak elde edilen model kiyaslama verilerine (RMSE, MAE, MSD, R?,
m, AIC, BF ve AF) gore seker tiiketiminin deneysel verileri Stannard ve Fitzhugh
modelleri ile, lase iiretiminin deneysel verileri Stannard ve Huang modelleri ile, Sase
iretiminin deneysel verilert Weibull ve Huang modelleri ile ve S/I oraninin deneysel
verileri ise MLM ile basarili bir sekilde tahmin edilmistir. MKD ile optimize edilen
besiyeri kompozisyonunda gergeklestirilen fermentasyona ait verilerin matematiksel
modellemesi ile hesaplanan degerler kullanilarak elde edilen model kiyaslama verilerine
(RMSE, MAE, MSD, R?, m, AIC, BF ve AF) gore seker tiiketiminin deneysel verileri
MMF ve Cone modelleri ile, lase iiretiminin deneysel verileri Stannard, Fitzhugh, Cone
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ve MMF modelleri ile, Sase iiretiminin deneysel verileri MGM ve MRM ile, S/I
oraninin deneysel verileri Weibull modeli ile, Slase iiretiminin deneysel verileri MRM
ve Asimetrik modelleri ile, SSase iiretiminin deneysel verileri Asimetrik model ile ve
Slase/SSase oraninin deneysel verileri ise MRM ile basarili bir sekilde tahmin
edilmistir.

Enzimin substrat spesifikligi deneysel verileri, 10 farkli matematiksel model
kullanilarak tahmin edilmis ve bu hesaplanan veriler kullanilarak en iyi model(ler) tespit
edilmistir. Elde edilen sonuglara gore, substrat olarak hem iniilin hem de sukroz
kullanildiginda elde edilen deneysel verilerin tahmininde model karsilastirma verilerine
gore (RMSE, MAE, MSD, R?, m, AIC, BF ve AF) en basarili modelin von Bertalanffy
model oldugu belirlenmis olup bu modelin kullanilmasiyla hesaplanan degerler, lase ve
Sase aktivitesinin deneysel verileri ile ¢ok iyi bir uyum sagladigi tespit edilmistir. Diger
yandan, substrat spesifikligi ile ilgili kinetik parametrelerin hesaplanmasinda ise
substrat olarak iniilin kullanildiginda deneysel Vmax Ve Km degerlerinin tahmininde,
yiiksek belirleme katsayisi ile birlikte en basarili matematiksel modelin von Bertalanffy
oldugu, substrat olarak sukroz kullanildiginda ise en basarili matematiksel modelin
Mitscherlich oldugu belirlenmistir.

Perspektif

Bu tez calismasindan elde edilen verilerin 1s1ginda, calismanin ilerleyen
zamanlarda devam ettirilmesi disiiniilmektedir. Bu nedenle asagidaki hususlar, farkli
projelerde/calismalarda degerlendirilmek {izere ele alinacaktir.

i. Iniilinaz enziminin iiretimi ile ilgili kiiciik 6lcekli ve sonrasinda biiyiik
Olcekli biyoreaktorlerde gergeklestirilecek fermentasyonlarin kosullari, istatistiksel
yontemler ile optimize edilecektir. Bu amagcla, baslangi¢ seker icerigi, karigtirma hizi,
sicaklik, pH, inokiilasyon orani, inokulum yasi, havalandirma orani, iiretimi indiikleyici
ajanlarin tespiti, fermentasyon ortaminin viskozitesi ve reolojisi, alternatif ve ucuz azot
kaynaklariin konsantrasyonu gibi parametrelerin ¢alisilmasi diistiniilmektedir.

ii. Yapilan bu tez ¢alismasi kapsaminda, karbon kaynagi olarak
lignoseliiozik maddeler iniilinaz enziminin {iretiminde kullanilmamistir. Bu amagla
piring kavuzu, piring samani, bugday samani, misir kogani, arpa kavuzu, yulaf kavuzu,
bugday kepegi, ¢cavdar kepegi, cay fabrikasi atig1, kullanilmis ¢ay yapraklar1 ve kahve
posasi gibi lignoseliillozik maddelerden iniilinaz enziminin iiretilmesi ve fermentasyon
kosullarinin optimize edilmesi diisiiniilmektedir.

iii. Diger yandan, yapilan bu tez ¢alismast kapsaminda kesikli
fermentasyonlar (¢alkalamali inkiibatér ve biyoreaktor) gergeklestirilmis olup farkli
fermentasyon teknikleri ¢alisilmamistir. Bu amagla kesikli, tekrarlanan-kesikli,
beslemeli-kesikli ve siirekli fermentasyonlar ile iniilinaz enziminin iretiminin
gerceklestirilmesi diistiniilmektedir. Ayrica, farkli fermentasyon stratejileri ile birinci
maddedeki fermentasyon parametrelerinin optimizasyonunu planlanmaktadir.

iv. Bununla beraber, farkli fermentasyon tekniklerine adapte edilebilen farkli
fermentasyon stratejilerinin (immobilizasyon, biyofilm reaktér vb.) de iniilinaz
enziminin iretiminde uygulanmasi diisiiniilmekte ve fermentasyon parametrelerinin
optimizasyonu planlanmaktadir.
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V. Yapilmasi planlanan diger bir ¢alisma ise yukarida bahsedilen kosullarda
elde edilen enzimin ii¢ boyutlu yapisinin ¢ikarilmasi, aktif bolgelerinin tespiti, amino
asit sekansinin ¢ikarilmasi ve korunmus bdélgelerinin tespit edilmesi diisiiniilmektedir.

vi. Diger yandan, A. niger A42 iniilinazin lireten genin klonlanmasi, bagka
bir konake¢1 hiicreye aktarilmasi ve ifade edilmesi planlanmaktadir. Bdylece hem
aktivitenin artiritlmasi hem de sadece iniilinaz enzimi iireten bir susun elde edilmesi
amagclanmaktadir.

Vii. Ayrica, iniilinaz lreten orijinal sustan rastgele mutasyon ile mutant
hiicrelerin elde edilmesi planlanmaktadir. Béylece orijinal susa gore asir1 iiretim yapan
bir susun elde edilebilecegi ongoriilmektedir.

viii. Uretilen bir metabolitin endiistriye aktarilabilir olmas1 ¢ok dnemlidir. Bu
amacla {tretilen iniilinaz enziminin endistride kullanilabilirligi de arastirilacaktir.
Fruktooligosakkarit tiretimi, iniilooligosakkarit iiretimi, yiiksek fruktozlu surup tiretimi,
biyoetanol {iretimi, 2,3 biitandiol iiretimi, sitrik asit {iretimi, seker alkollerinin iiretimi,
nisin, hiyauronik asit, tek hiicre yagi ve proteinin {iretimi gibi bir¢ok endiistriyel {iriiniin
de iiretilmesi diistiniilmektedir.

Sonug olarak, Aspergillus niger A42 (ATCC 204447) iniilinazinin {iretilmesi ile
ilgili gelecekte bircok c¢alismanin yapilmasi planlanmaktadir. Ayrica, bu enzimin
iilkemiz acisindan katma deger tasidigi disiiniilmektedir. Diger yandan yapilmasi
planlanan c¢alismalar ile bircok lisansiistii 6grencinin de yetistirilmesi ve iilkemize
alaninda uzman bireylerin kazandirilmasi1 da amaglanmaktadir. Yapilacak ¢aligmalardan
cikacak olan bilimsel ¢iktilarin da iilkemize art1 puan kazandirmasi beklenmektedir.
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7. EKLER

EK-1. Enzim analizinde kullanilan standart fruktoz kurvesi
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EK-2. a: Standart glukoz kurvesi, b: Standart sukroz kurvesi, c: Standart iniilin kurvesi,
d: Standart ksiloz kurvesi
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EK-3. PBD ile optimize edilen besiyeri kompozisyonunda gergeklestirilen
fermentasyonun deneysel kalint1 seker konsantrasyonu verilerinin modeller ile

hesaplanan kalint1 seker konsantrasyonu verileri ile simiilasyonu
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EK-4. PBD ile optimize edilen besiyeri kompozisyonunda gergeklestirilen
fermentasyonun deneysel lase aktivitesi verilerinin modeller ile hesaplanan
lase aktivitesi verileri ile simiilasyonu
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EK-5. PBD ile optimize edilen besiyeri kompozisyonunda gergeklestirilen
fermentasyonun deneysel Sase aktivitesi verilerinin modeller ile hesaplanan
Sase aktivitesi verileri ile simiilasyonu
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EK-6.

PBD ile

optimize edilen

besiyeri

kompozisyonunda gergeklestirilen

fermentasyonun deneysel S/I orani degerlerinin modeller ile hesaplanan S/I
orani degerleri ile simiilasyonu
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EK-7. MKD ile

optimize edilen besiyeri

kompozisyonunda gergeklestirilen

fermentasyonun deneysel kalint1 seker konsantrasyonu verilerinin modeller ile
hesaplanan kalint1 seker konsantrasyonu verileri ile simiilasyonu
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EK-8.

1200

1000

800

Jase (U/mL)
2
3

400

200

1200

1000

800

Tase (UmL)
2
2

400

200

1200

1000

800

Tase (UmL)
2
2

400

200

MKD ile optimize edilen besiyeri

kompozisyonunda gergeklestirilen

fermentasyonun deneysel lase aktivitesi verilerinin modeller ile hesaplanan

lase aktivitesi verileri ile simiilasyonu

1200 1200
A A
A 1000 1000
800 800
A I |
2 600 2 600
a » %
g N
400 400
200 200
‘A
A 0 0
0 2 4 6 8 10 12 14 16 0 2 4 6 8 10 12 14 16
t (giin) t (giin)
A Dencysel —e=MGM A Deneysel —=MLM
1200 1200
1000 1000
800 800
S 600 g 600
¥
§ &
400 400
200 200
0 0
0 2 4 6 8 10 12 14 16
t (giin) t (giin)
A Deneysel —®=Stannard A Deneysel —8=Weibull
1200 1200
1000 1000
800 800
S 600 S 600
£ »
§ i
400 400
200 200
0 0
0 0 2 4 6 8 10 12 14 16

t (giin) t (giin)

A Deneysel =—@=Asimetrik A Deneysel —@=Baranyi

A
A
A
A
A
A
0 2 4 6 8 10 12 14 16
t (gin)
A Deneysel =—@=MRM
0 2 4 6 8 10 12 14 16
t (giin)
A Deneysel =@=NMF

2 4 6 8
t (gim)

10 12

4 Deneysel —e=Huang

1200 1200

1000 1000

. 800 % 800

2 600 % 600
3 K

400 400

200 200

0 0

1] 0 2 4 6 8 10 12 14

t (gin)

A Deneysel =—e=Fitzhugh

268

t (gin)

A Deneysel —@=Cone



EKLER M. GERMEC

EK-9. MKD ile optimize edilen besiyeri kompozisyonunda gergeklestirilen
fermentasyonun deneysel Sase aktivitesi verilerinin modeller ile hesaplanan
Sase aktivitesi verileri ile simiilasyonu

1200 1200 1200
A A
1000 A 1000 1000 A
800 800 800
= 600 = 600 2 600
400 400 400
200 200 200
A
0 0 0
0 2 4 6 8 10 12 14 16 0 2 4 6 8 10 12 14 16 0 2 4 6 8 10 12 14 16
t (giin) t (giin) t (giin)
A Deneysel =—e=MGM A Deneysel =@=MLM A Deneysel =@=MRM
1200 1200 1200
A A
1000 a 1000 1000 A
A
800 800 800
S 600 S 600 g 600 A
3 § §
v = w
400 400 400
A
200 200 200
A A A
0 0 0
0 2 4 6 8 10 12 14 16 0 2 4 6 &8 10 12 14 16 0 2 4 6 8 10 12 14 16
t (giin) t (giin) t (giin)
4 Deneysel —®=Stannard A Deneysel =—@=Weibull 4 Deneysel —o=MMF
1200 1200
1000 1000
800 800
S 600 2 600
»
3 3
400 400
200 200
0 0
0 2 4 6 8 10 12 14 16 0 2 4 6 8 10 12 14 16 0 2 4 6 8 10 12 14 16
t (giin) t (giin) t (giin)
A Deneysel —8=Asimetrik A Deneysel —®=Baranyi A Deneysel —®=Huang
1200 1200
A A
1000 A 1000 A
800 800
2 600 4 S 600
%
3 3
400 400
200 200
A
0 0
0 2 4 6 8 10 12 14 16 0 2 4 6 8 10 12 14 16
t (giin) t (giin)
4 Deneysel —e=Fitzhugh 4 Deneysel =e=Cone

269



EKLER M. GERMEC

EK-10. MKD ile optimize edilen besiyeri kompozisyonunda gergeklestirilen
fermentasyonun deneysel S/I orani degerlerinin modeller ile hesaplanan S/I
orani degerleri ile simiilasyonu
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EK-11. MKD ile optimize edilen besiyeri kompozisyonunda gergeklestirilen

fermentasyonun deneysel Slase aktivitesi verilerinin modeller ile hesaplanan
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Slase aktivitesi verileri ile simiilasyonu
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EK-12. MKD ile optimize edilen besiyeri kompozisyonunda gerceklestirilen
fermentasyonun deneysel SSase aktivitesi verilerinin modeller ile hesaplanan
SSase aktivitesi verileri ile simiilasyonu
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kompozisyonunda gergeklestirilen

EK-13. MKD ile optimize edilen besiyeri

fermentasyonun deneysel Slase/SSase orani degerlerinin  modeller ile
hesaplanan Slase/SSase orani degerleri ile simiilasyonu
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EK-14. Iniilin kullanilarak gergeklestirilen lase analizinin deneysel verilerinin modeller
ile hesaplanan veriler ile simiilasyonu

900 900 a
A A A
800 800
700 700
- 600 600
’g a A 3 A
E 2 500 % 500
2 g g
% 400 & 400
3 & &
300 300
200 200
100 100
3
0 0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 0 10 20 30 40 50 60 70 8 90 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Inilin (@/L) Iniilin (g/L) Iniilin (gL)
A Deneysel —#=Stannard 4 Deneysel —e=Weibull A Deneysel —e=MMF
900 a 900 900
A s A A
800 A 800 800
700 700 700
600 600 600
3 /9 G A g A
Z s00 2 500 2 500
=) 2 2
& 400 ¥ 400 % 400
& . K] &
300 300 300
A
200 200 200
100 100 100
3
0 0 0
0 10 20 30 40 S50 60 70 80 90 0 10 20 30 40 50 60 70 8 90 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Iniilin (g/L) niilin (g/L) Iniilin (/L)
A Deneysel =@=Asimetrik A Deneysel —#=Exponansiyel A Deneysel =—@=von Bertalanffy

900
A
800
700
600
= A =
2 500 %5
2 g
¥ 400 %
N &
300
200
100
.
0
0 10 20 30 40 S50 60 70 8 90 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Iniilin (g/L) Iniilin (g/L)
A Dencysel —8=Brody & Monomolecular A Deneysel =8=Mitscherlich
1000 1000
900 900 A
A A
200 200 A
700 700
~ 600 . 600
z 500 & E 500 -
S s
¥ 400 % 400
N 8
300 300
200 200
100 100
0 0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Iniilin (g/L)

A Deneysel =@=Fitzhugh

Iniilin (g/L)

A Deneysel =#=Cone

274



EKLER M. GERMEC

EK-15. Sukroz kullanilarak gergeklestirilen Sase analizinin deneysel verilerinin

modeller ile hesaplanan veriler ile simiilasyonu
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